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Résumeé

Le polynucléaire neutrophile (PN) joue un rdle clé dans la défense antimicrobienne de
I’organisme. Cette fonction innée dépend étroitement de deux réponses majeures du PN; la
production massive d’anion superoxyde (0.) par le systtme NADPH oxydase, (explosion
oxydative) qui est a I’origine de la formation de peroxyde d’hydrogene (H20,), et la libération
des enzymes granulaires (dégranulation), parmi lesquelles la myéloperoxydase (MPO) qui
utilisel’H,O, pour détruire les pathogénes. Dans certaines pathologies telles que la cirrhose
hépatique alcoolique décompensée, les patients ont une susceptibilité accrue aux infections
microbiennes parfois mortelles, suggérant une défaillance des réponses défensives des PN.

Dans ce travail, nous avons comparé la dégranulation de la MPO des neutrophiles de
ces patients cirrhotiques et témoins, induite par le peptide d’origine bactérienne fMet-Leu-
Phe(fMLP), ainsi que I’état d’activation de plusieurs effecteurs majeurs de signalisation
intracellulaire potentiellement impliqués (AKT, p44/42-MAP kinases (ERK1/2) et p38-MAP-
kinases). Par ailleurs, la contribution respective de ces effecteurs dans la dégranulation de la
MPO a été explorée dans des neutrophiles sains a 1’aide d’antagonistes pharmacologiques des
effecteurs. Nos résultats montrent que la dégranulation de myéloperoxydase induite par le
fMLP est fortement altérée dans les neutrophiles des patients alors que le taux d’expression de
la myéloperoxydase intracellulaire n'a pas été modifié. En revanche, ’activation des trois
effecteurs de signalisation induite par le fMLP et, mesurée par leur niveau de
phosphorylation, était aussi fortement déficiente en dépit d'une expression normale de ces
effecteurs et du récepteur de fMLP (fPR). Cependant, le blocage pharmacologique de ces
effecteurs dans les neutrophiles sains, montre que AKT et p38-MAPK, mais pas ERK1/2,
régulent positivement 1’exocytose de la myéloperoxydase induite par le fMLP. De fagon
intéressante, les neutrophiles de patients cirrhotiques présentent également un déficit de
bactéricidie que nous avons pu corriger ex vivo a 1’aide d’un agoniste des récepteurs de type
Toll(TLR7/8).Le CL097 potentialise a la fois le niveau et la durée d’activation de la voie
AKT/p38-MAPK induite par le fMLP, favorisant ainsi la libération de la myéloperoxydase.

En conclusion, cette étude apporte les premieres indications que les neutrophiles de
patients atteints de cirrhose hépatique décompensée présentent une forte défaillance de
signalisation via I’axe AKT/p38-MAPK, de la libération de la myéloperoxydase et de
I'activité bactéricide. Ces défaillances qui contribuent a la susceptibilité accrue des patients
cirrhotiques aux infections peuvent étre corrigées via ’activation des TLR7/8, ce qui ouvre
des perspectives thérapeutiques pour les patients immunodéprimés.

Mots clés : Neutrophile, Exocytose, Myéloperoxydase, Hépatite, Phagocytes, Signalisation,
Espéces réactives de I'oxygene



Abstract

Polymorphonuclear neutrophils (PN) play a key role in host defense mechanisms
against microbial infections. This innate function is dependent on two major PN responses ; a
massive production of superoxide anion (02-°) by the NADPH oxidase system (a
phenomenon termed respiratory burst) leading to the formation of hydrogen peroxide (H205),
and the release of granular enzymes (degranulation) among which Myeloperoxidase (MPO)
which uses H,O, to kill bacteria. In some pathologies such as decompensated alcoholic
cirrhosis, patients exhibit an increased susceptibility for mostly lethal infections suggesting
deficiencies of defensive responses of PN.

In this study, we compared the MPO release from PN of these cirrhotic patients and
healthy volunteers in response to stimulation by the bacterial peptide fMet-Leu-Phe(fMLP),
and the activation state of major signaling effectors potentially involved(AKT, p44/42-MAP
kinases (ERK1/2) et p38-MAP-kinases). In addition, the, respective contribution of the three
signaling effectors in MPO degranulation was explored using healthy PN and
pharmacological antagonists. Our results show that fMLP-induced myeloperoxidase release
was strongly impaired in patients’ neutrophils whereas the intracellular myeloperoxidase
stock was unaltered. The fMLP-induced activation of signaling effectors measured by their
phosphorylated forms was also strongly deficient despite a normal expression of the three
effectors and the fMLP receptor, fPR. However, based on the pharmacological inhibition of
the signaling effectors in healthy neutrophils, AKT and p38-MAPK, but not ERK1/2, up-
regulated fMLP-induced myeloperoxidase exocytosis. Interestingly, patients’ neutrophils also
exhibited a defective bactericidal capacity that was reversed ex-vivo by the Toll-like receptor
7/8agonist CL097. This agent potentiated both the degree and duration of the AKT/p38-
MAPK signaling axis induced by fMLP, thus enhancing myeloperoxidase release.

In conclusion, this study provides first evidences that neutrophils from patients with
decompensated alcoholic cirrhosis exhibit a deficient AKT/p38-MAPK signaling,
myeloperoxidase release and bactericidal activity. These deficiencies which may increase
patients’ susceptibility to bacterial infections, can be reversed via TLR7/8 activation, and thus
raises therapeutical perspectives to boost host-defense mechanisms of immuno-depressed
patients.

Key words: Neutrophil, Exocytosis, Myeloperoxidase, Hepatitis, Phagocytes, Signaling,
Reactive oxygen species



PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS EN RELATION

AVEC LES TRAVAUX DE THESE
PUBLICATIONS

1- Boussif A, Rolas L, Weiss E, Bouriche H, Moreau R, Périanin A. J Hepatol.
Impaired intracellular signaling, myeloperoxidase release and bactericidal activity
of neutrophils from patients with alcoholic cirrhosis.2016 May; 64(5):1041-8

2- Louvet A. Restoration of bactericidal activity of neutrophils by myeloperoxidase
release: A new perspective for preventing infection in alcoholic cirrhosis. 2016
May; 64(5):1006-7. (Editorial de Journal of Hepatologydédié a notre article)

3- LoicRolas ,Abdelali Boussif, Emmanuel Weiss, Phillipe Letteron, Oualid Haddad,
Jamel El-Benna, Pierre-Emmanuel Rautou, Richard Moreau and Axel Périanin.
NADPH Oxidase depletion in neutrophils from patients with cirrhosis:
Restoration via Toll-likereceptor 7/8 activation. Soumis a la revue Gut.

COMMUNICATIONS

1- BOUSSIF Abdelali, ROLAS Loic, WEISS Manuel, MOREAU Richard, PERIANIN
Axel. Neutrophils from patients with severe alcoholic cirrhosis exhibited a deficient
p38-MAP kinases-dependent myeloperoxidase degranulation. 1st Meeting Of The
Neutrophil Club; Paris April 10th, 2015. (Communication Poster)

2- BOUSSIF Abdelali, ROLAS Loic, WEISS Emmanuel, EI-BENNA Jamel, MOREAU
Richard, PERIANIN Axel. Down regulation of AKT/MAP-Kinases signaling-
mediated NADPH oxidase activity and myeloperoxidase release in neutrophils
from decompensated alcoholic cirrhosis. 9°™ Club Oxydase; Genéve 21-22 Mai
2015. (Communication Poster)

3- Loic Rolas, Nesrine Makhezer, Soumeya Hadjoudj, Abdelali Boussif, Emmanuel
Weiss, Jamel EI-Benna, Bahia Djerdjouri, Laure Elkrief, Richard Moreau and Axel
Périanin. Regulation of neutrophil NADPH oxidase activity : Identification of a
novelsignalingeffector, mTOR, and NOX2 down-regulation processes induced
during alcohol cirrhosis. 1st Meeting Of The Neutrophil Club; Paris April 10th,
2015. (Communication Orale)

4- Loic ROLAS, Abdelali BOUSSIF, Emmanuel WEISS, Jamel EI-BENNA, Richard
MOREAU and Axel PERIANIN.Extensive down-regulation of NOX2 expression
mediated by alcoholcirrhosis and bacterial peptides in humanneutrophils.9éme
Club Oxydase; Geneve 21-22 Mai 2015. (Communication Orale)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26719020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26719020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26883848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26883848

LISTE DES SCHEMAS ETFIGURES

Schéma Titre

Schéma 1. Origine et devenir du neutrophile.

Schéma 2. Fonction bactéricide du neutrophile au cours de la réponse immunitaire innée.

Schéma 3. Phagocytose des agents pathogenes par les neutrophiles et activation des fonctions bactéricides.
Schéma 4. Schéma de la granulogénése au cours de la maturation des PN.

Schéma 5. Implication des SNARESs dans I’exocytose des granules intracellulaires.

Schéma 6. Organisation structurale de la NADPH oxydase.

Schéma 7. Les différentes especes réactives antimicrobiennes produites par le systeme MPO-H,0,.

Schéma 8. Neutrophil Extracellular Traps (NETS).

Schéma 9. Structure primaire et 3D prédictive du formyl-peptide-receptor fPR1

Schéma 10. Diagramme des voies de signalisation enclenchées par le récepteur fPR dans les neutrophiles
humains

Schéma 11. Structure des récepteurs Toll-Like (TLR) et similitude avec I’IL-R1.

Schémal2. Réle des Phospholipases et de leurs dérives lipidiques dans la transduction du signal au cours de
’activation du neutrophile.

Schéma 13. Architecture d’une sinusoide hépatique.

Schéma 14. Représentation schématique des altérations vasculaires et architecturales du foie (sinusoide
hépatique) au cours de la cirrhose.

Schéma 15. Progression de la cirrhose hépatique alcoolique.

Schéma 16. Réle de I’alcool et de ses métabolites dans la cirrhose hépatique.

Schéma 17. Séparation des différentes populations cellulaires au cours de I’isolement des neutrophiles a
partir du sang humain.

Figure Titre

Figure 1. Détermination des parametres de dégranulation des neutrophiles humains.

Figure 2. Défaillance sévere de dégranulation de la MPO des neutrophiles de patients ayant une cirrhose
alcoolique décompensée.

Figure 3. Défaillance de I’activation des effecteurs de signalisation induite par le fMLP dans les
neutrophiles des patients cirrhotiques.

Figure 4. L’expression des effecteurs majeurs de signalisation n’est pas altéréedans les PN des patients
cirrhotiques.

Figure 5. AKT est un effecteur majeur dans la dégranulation de la MPO dans les PN.

Figure 6. La p38-MAPKinase est un effecteur majeur dans la dégranulation de la MPO dans les PN.

Figure 7. La p38-MAPKinase est activée en aval d’AKT dans la cascade de signalisation induite par le
fMLP dans le neutrophile.

Figure 8. L’antagoniste de ERK1/2, U0126, interfére avec l’activitt MPO dans le surnageant de
dégranulation.

Figure 9. ERK1/2 ne serait pas impliquée dans la dégranulation des neutrophiles stimulés par le fMLP.
Figure 10. L’antagoniste des TLR7/8 restaure la dégranulation induite par le fTMLP des neutrophiles de
patients cirrhotiques.

Figure 11. Le CL097 potentialise la phosphorylation d’AKT et de p38-MAPK et réverse leur activation
défaillante dans les PN des patients.

Figure 12. Expression des TLR7/8 dans les neutrophiles de donneurs sains et de patients.

Figure 13. Défaillance de I'activité bactéricide des neutrophiles de patients cirrhotiques et restauration par le

Page

06
07

09
15
24
26
27
31
32

33
38

49
50

53

54
62

Page
70
72
74
75
76
77
78

79

80
81

83

84
85



CL097.

Figure 14. Le plasma des patients cirrhotique inhibe la dégranulation des neutrophiles normaux stimulés 87
avec du fMLP.
Figure 15. Modele proposé pour la dégranulation de la MPO induite par le fMLP via AKT/MAPK dans les 94

neutrophiles sains et de patients cirrhotiques.

LISTE DES TABLEAUX

Tableau Titre Page
Tableau 1. Principaux chimioattractants du neutrophile. 08
Tableau 2. Constituants essentiels des différentes granules du neutrophile humain. 14
Tableau 3. Substrats et produits de la MPO 20
Tableau 4. Cytokines secrétées par le neutrophile humain. 28
Tableau 5. Evolution de la cirrhose hépatique. 52
Tableau 6. Caractéristiques et scores des patients 60
Tableau 7. Valeurs d'ICs, des différents inhibiteurs sur la dégranulation et 1’activation des effecteurs 78

majeurs de la signalisation.



LISTE DES ABREVIATIONS

AIR auto-inhibitory region

AKT/PKB Protéine kinase B

AMPK AMP-activated protein kinase

AP Acide phosphatidiqgue ARN Acide ribonucléique
ASK Apoptosis signal-regulation kinase

ATP Adénosine triphosphate

BPI Bactericidal permeability increasing protein
CGD Chronic granulomatous disease

CR Récepteur du complément

CXCL chemokine (C-X-C motif) ligand

CXCR Récepteur de chimiokine au motif CXC
Cyto B Cytochalasine B

DAG 1,2-diacylglycérol

DEPTOR DEP domain-containing mTOR-interacting protein
DUOX dual oxidase

eiFAE Eukaryotic translation initiation factor 4E
ERK Extracellular signal-regulated kinases

FAD Flavin adenine dinucleotide

FKBP FK506 binding protein

fMLP formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine
fPR (FPR) formyl peptide receptor, récepteur du fMLP
FRO Formes réactives de I'oxygene

G-CSF Granulocyte - Colony stimulating factor
GDP Guanosine diphosphate

GEF GTP exchange factor

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating-factor
GTP Guanosine triphosphate

HL60 Human promyelocytic leukemia cells

ICso Concentration inhibitrice médiane

ICAM intercellular adhesion molecule

IKK Ixp kinase

LPS Lipopolysaccharide

LRR Leucin-Rich-Repeats

LTB4 leukotriene B4

MAPK Mitogen-activated protein kinases

MEK Mitogen extracellular kinase

MIP Macrophage inflammatory protein

mLST8 mammalian lethal with SEC13 protein 8
MPO Myéloperoxidase

mTOR mammalian target of rapamycin

MTORC mammalian target of rapamycin complex



NADPH
NOX
PAF
PAMP
PH

Phox
PI3K
PIP3
PKA
PKC
PLA2
PLC
PLD
PMA
PN
PRAS40
PRR
Rac
RAPTOR
GPCR
Rho-GDI
RICTOR
S6K1
SH3
SOD
STAT
TIR
TLR
TNF
TOR
TSC

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
NADPH oxidase

Platelet-activating factor

Motif moléculaire associé aux pathogenes
Pleckstrin homology

Phagocyte oxidase

Phosphoinositide 3-kinase
Phosphatidylinositol 3 phosphate

Protéine kinase A

Protéine kinase C

Phospholipase A2

Phospholipase C

Phospholipase D
Phorbol-12-Myristate-13-Acetate
Polynucléaire neutrophile
Proline-richAkt-substrate 40

Récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires
ras-related C3 botulinum toxin substrate
Regulatory Associated Protein of mTOR

G protein coupled receptor

Rho GDP-dissociation inhibitor
Rapamycin-insensitive companion of mTOR
S6 kinase polypeptide 1

Src Homology domain

Superoxyde dismutase

Signal transducer and activator of transcription
Toll/IL-1R/R

Toll like receptor

Tumor necrosis factor

Target of Rapamycin

Tuberous sclerosis



Sommaire

I B OO U CTION . ..ttt e e e e nnnnnnnnnnnnnnnnnn 1

Revue Bibliographique

I. Le neutrophile, cellule clé de Pimmunité innée..................ccooooriiiiiniiiiicnces 4
I.1.Génération et homéostasie des NEULrOPNIIES ...........ccciviveiieiie e 5
1.2. Principales activités de défense du neutrophile...........c.cccooveiiiiiiii i 6
1.2.3. Dégranulation du NEULTOPNIIE .........coiiiiiiie s 9
2 B B ] L[] (o0 < TSP SS 9
1.2.3.2. Différentes granulations du NeUtrophile ...........ccccoviieiiicie e 10
1.2.3.3. Mécanisme de dégranulation du neutrophile............coceoiiiiiiiiinise e 14
1.2.3.4. Role des granules dans 1’activité microbicide du neutrophile............ccccevvviiiiiiniinne 17
1.2.3.5. La MYEIOPEIOXYAASE ...ttt ettt 19
1.2.4. Explosion oxydative du NeULrOPhIle............ccveiviiiiiicece e 21
1.2.4 1. La NADPH oxydase du NEULrOPNIle...........ccoiiiiiiiiiiee e 22
1.2.4.2. Génération des FRO et coopération NOX2-MPO.........ccccccveiiiiieiieie e 24
1.2.5. Neutrophil Extracellular Traps (NET) ...ccovoieiieiiciiceece e 26
1.2.6. Production de CYLOKINES ........cveiiiiiiic ettt nne s 27
1.2.7. Apoptose des neutrophiles et résolution de I’inflammation...........cccccevvieniiieiiine e, 28
1.3. Transduction du signal au cours de la stimulation du neutrophile...........ccccoeiininiinnnns 29
1.3.1. Les récepteurs membranaires liés aux fonctions bactéricides du neutrophile................. 30
1.3.1.1. Les récepteurs cOUPIES aUX ProteiNES G ........ccocerviirerieiinerieiee e 30
a. Les récepteurs des peptides formylés (fPR)........ccocoiiriiiiiii e 31
[.3.1.2. Les “Toll-like Receptors” (TLR) .....ccccoiiiiiiieiiicie s 33
1.3.1.3. Autres récepteurs du NEULrOPhIlE.........cccocviiiiii i 35
1.3.2. Principaux effecteurs et voies de la signalisation du neutrophile humain.................. 35
7 B I W o (0] (=11 T OSSPSR 35
1.3.2.2. LeS PhOSPNOIIPASES........eeviitieciicie ettt ettt sreeae s 36
1.3.2.3. La Protéing KINASE C.......cciiiiiiiieieieiie ettt sttt sbe et nneas 39
[.3.2.4. L’axe PIBK-AKT-MTOR ..ot 39
1.3.2.5. MAP KiNaSES (IMAPK) ...ttt 43
1.3.2.6. TYIOSING KINASES ......viviiiitiitiitieiiei ettt sttt nn e bbb ene s 44
1.3.2.7. LES PELITES GTPASES. ... .ivitiitiitieiieiieie ettt bbbttt nn et 45
I.4. Dysfonctionnements du neutrophile et pathologies ... 46
1.4.1. Les désordres d’NOmEOSLASIC.......uuieiiuiiieeiiiiiee e ciiiiie e e st e e st e e e e e e e e e e e e e e s nnneeeeas 46
1.4.2. Les désordres d’activités fonctionnelles...........cccccveeiiieiiiii e 47
1.4.3. Les desordres de regUIALION ..........cuciiiiiiieie e 47
I1. Le neutrophile et la cirrhose hépatique dECOMPENSEE .........ccoccveveeiieeiicieieece e 49
I O - o 1 PSSP 49
11.2. La CIrTNOSE NBPALIGUE ..ottt 50
11.3. Rble des neutrophiles dans la physiopathologie de la Cirrhose..........cccoovieieiciciiinnins 54
I1.4. Dysfonctionnements du neutrophile au cours de la cirrhose hépatique............cc.ccocvveeene 56

IL5. TraitemeNnt A8 12 CITTNOSE. .. ..ot e e e e e e e e e 57



Etude expérimentale

T MAtEriels €t IMETNOMES. ........ceiieieieiee et 60
FEL L IMTAEETIRIS bbbttt st bbb 60
L T 41 T USSP TSRS OURPRPRON 60
11,2, REACHITS ..ottt sttt bbbt nente e 61
THL2. IMIBTNOAES ... bbbttt bbbt b 61
[11.2.1. Isolement des NEULIOPNIIES ........ccvoiiiieii e 61
[11.2.2. Dégranulation des NEULrOPNIIES ..........ceecieieiieiecic e 62
111.2.3. Implication des effecteurs de SignaliSation.............ccecviveiieie i s 63
[11.2.4. Activité bactéricide des NeULrOPNIIES...........cooveiv i 64
[11.2.5. Explosion oxydative des NeUtrOPhIlES .........cccvevviiiiieic e 64
[11.2.6. Analyse des protéines phosphorylées par immuno-empreinte (western-blot).............. 65
111.2.7. Restauration des réponses des PN de patients par I’agoniste des TLR7/8 .................. 66
111.2.8. Quantification de PARNM deTLR7/8 ......coiiiiiiiiiiiiiiiie e 66
111.2.9. Effet du plasma des patients cirrhotiques sur la dégraulation ............ccccccevveviiieinennnne 67
[11.2.10. ANAlYSE StALISTIQUE ....c.veeeeeiieiieeie ettt re e e sreeee s 67
TV RESUITALS ...ttt e bbb be st e n e 69
IV.1. Caractérisation de la dégranulation de la MPO des neutrophiles humains stimulés par le

FIMILP ettt e et r s 69
IV.2. Défaillance sévere de dégranulation de la MPO des neutrophiles de patients ayant une

cirrhose alcoolique dECOMPENSEE.........ccvevi it 71
IV.3. La défaillance de dégranulation des PN des patients cirrhotiques est associée a un défaut

de signalisation intracellulaire initié par le fPR, le récepteur du fMLP...........cc.ccoenee. 73
IV.4. Implication majeure d’AKT et p38-MAPK mais pas deERK1/2 dans la degranulation de

la MPO des PN stimulés par 18 fIMLP ...........coo i 73

IV.5. L’agoniste des récepteurs Toll 7/8 (TLR7/8), le CL097, potentialise la dégranulation des
PN normaux et corrige la défaillance de dégranulation dans les PN des patients

(o110 (T [N SO 80
IV.6. Le CL097 potentialise la phosphorylation d’AKT et de p38-MAPK et réverse leur
activation défaillante dans les PN des patients...........ccceveivieiieiiiie e 82
IV.7. La restauration de la dégranulation de la MPO et de I’activation d’AKT et de p38-
MAPK par le CL097 est médiée principalement via TLR8............cccoevievviieiieciee, 84
IV.8. Défaillance de 1’activité bactéricide dans les PN des patients cirrhotiques, et sa
restauration Par 18 CLOO7 ... 85
IV.9. Le plasma des patients cirrhotiques réduit la dégranulation de la MPO des PN normaux
SEIMUIES QVEC AU FIMILP ... e 86
R 5 1o 1S3 o] o OSSR 89
V1. CoONCIUSIONS BT PEISPECTIVES ......couiiiiiieiieite sttt 96
VL. CONCIUSIONS ...ttt bbbt et e st beebe e sreeeas 96
VL2, PEISPECLIVES ...ttt ettt e sa e e e et e e et e e nae e et e e s beeenneesneeanes 97

Références BibliographiqUES ............occoiiiiiiiiii e 100



Introduction

Les polynucléaires neutrophiles (PN) représentent la plus grande famille de leucocytes
sanguins et jouent un réle majeur dans I’élimination d’agents pathogeénes. Cette fonction de
défense innée met en jeu de nombreuses activités tueuses du PN notamment la libération des
contenus des granules (exocytose ou dégranulation) et une production massive et brutale d’anion
superoxyde (02°),par le complexe NADPH oxydase (NOX2), phénoméne appelé également
explosion oxydative. Parmi les enzymes granulaires relarguées, la myéloperoxydase (MPO)
initialement stockée dans les granules azurophiles, et qui utilise alors le peroxyde d'hydrogene
formée par la dismutation de I’anion superoxyde, pour former des hypochlorites et chloramines
qui sont des agents bactéricides. L’ importance biologique de la MPO est d’illustrée notamment
dans des modeles de souris génétiquement déficientes pour la MPO qui montrent une
augmentation de la mortalité des animaux infectés, et une prolongation de I’inflammation.

La dégranulation de la MPO et I’explosion oxydative des PN peuvent étre déclenchées
simultanément par de nombreux médiateurs pro-inflammatoires parmi lesquels les peptides
bactériens n-formylés qui sont également de puissants chimioattractants, alertant ainsi les PN en
cas d'infection. Ces peptides interagissent via un récepteur spécifique a la surface des phagocytes,
le fPR, qui déclenche alors I’activation en cascade de nombreux effecteurs de signalisation
intracellulaires parmi lesquels les phospholipases qui génerent des seconds messagers qui vont a
leur tour activer de nombreuses protéines kinases parmi lesquelles AKT, PKC, MAP-Kinases
(ERK1/2, p38-MAPK) ainsi que mTOR. Ces effecteurs de signalisation jouent un réle important
dans I’explosion oxydative des PN. Cependant leur contribution dans la dégranulation de la MPO
des PN reste largement inexplorée.

Dans certaines situations pathologiques, les fonctions de défense des PN sont altérées de
maniére plus moins marquée selon 1’état de sévérité de la maladie et deviennent ainsi nuisibles
pour I’héte. C’est le cas par exemple des patients ayant une cirrhose et dont la mortalité mondiale
peut atteindre 4% de la population. Les patients cirrhotiques présentent une grande sensibilité aux
infections microbiennes et meurent souvent d’infection (sepsis, péritonite) indiquant une
défaillance des systémes de défense anti-infectieuse. Bien que les traitements médicaux existent,
ciblant uniquement les pathogénes (antibiotiques, antifongiques), et améliorent la survie des
patients, environ 35% de ceux qui sont hospitalisés pour une cirrhose alcoolique sévére
(décompensée) meurent dans les six mois. Ces traitements restent néanmoins insuffisants et peu
satisfaisants d’autant que les antibiotiques peuvent également altérer les activités de défense des
PN. Les travaux menés dans notre laboratoire sur les PN des patients ayant une cirrhose

alcoolique décompensée ont montré que leur explosion oxydative est fortement réduite et liée a
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un défaut d’activation de plusieurs effecteurs internes formant une voie de signalisation originale,
mTOR/p38-MAPK/p47"".

Dans ce contexte, notre objectif de these a été d’étudier les mécanismes moléculaires qui
sous-tendent la dégranulation de la MPO dans les PN de patients ayant une cirrhose alcoolique
décompensée, comparativement aux PN humains normaux. La finalité du projet vise a identifier
de nouveaux parametres biochimiques permettant d’expliquer la grande susceptibilité des patients
aux infections et éventuellement de les exploiter en vue de proposer des stratégies permettant
d’améliorer leurs systeémes de défense, Pratiquement, le projet s’articule autour de 3 objectifs
complémentaires suivants :

- Quantifier la dégranulation de la MPO ainsi que ’activité bactéricide des PN de patients
cirrhotiques dans des conditions optimales, comparativement aux PN normaux, en réponse a la
stimulation des PN a I’aide du tripeptide d’origine bactérienne, le fMet-Leu-Phe (fMLP).

- Etudier I’état d’activation de trois effecteurs majeurs induite par le fMLP et déterminer
leur contribution respective dans la dégranulation de la MPO, dans les PN normaux et des
patients cirrhotiques.

- Enfin, déterminer si les défaillances fonctionnelles et transductionnelles des PN des
patients cirrhotiques, peuvent étre traitées ou corrigées par une approche pharmacologique en

utilisant un agoniste des récepteurs « Toll » intracellulaires (TLR7/8).
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I. Le neutrophile, cellule clé de I’'immunité innée

Les polynucléaires neutrophiles (PN), ou polymorphonucléaires neutrophiles constituent
les cellules clés de I’'immunité innée, et sont les cellules les plus importantes et les plus étudiées
de la réponse inflammatoire. lls sont les premieres cellules recrutées au foyer inflammatoire ou
ils accomplissent leur fonction de premiére ligne de défense innée. Les PN jouent un role
important dans la lutte contre les microorganismes envahisseurs grace a leur capacité de
développer rapidement de puissantes activités antimicrobiennes. Cette fonction du PN est assuree
par une variété de réponses finement régulées et hautement efficaces. Aprés son recrutement, le
PN quitte la circulation périphérique pour rejoindre le site de I’agression par chimiotactisme en
réponse aux différents agents activateurs (chimioattractants). Les PN recrutés reconnaissent les
pathogeénes et les éliminent notamment par le biais de la phagocytose, et la production de
quantités enormes de substances tres reactives hautement toxiques qui dérivent de 1’oxygéne
(Formes réactives de 1’oxygénes, FRO) dont le précurseur est I’anion superoxyde(O,”) produit
par le complexe NADPH Oxydase (NOX2) au cours de 1’explosion oxydative (EO) (Boregaard,
2010 ; Kumar et Sharma, 2010 ; Summers et coll., 2010). Simultanément, les PN liberent
(dégranulation ou exocytose) tout un arsenal de molécules et d’enzymes bactéricides
emmagasinées dans différentes granules intracellulaires. Les PN sont également capables de
libérer des réseaux structurés a base de chromatine appelés les pieges extracellulaires des PN
(Neutrophil Extracellular Traps, NET) qui sont des structures d’ADN porteuses de différentes
protéines provenant de l’intérieur des granules. Ces filets favorisent 1’immobilisation et la
destruction des micro-organismes dans un processus baptisé NETose (NETosis) (Mantovani et
coll., 2011). En plus de la dégradation et 1’élimination des micro-organismes, les PN activés
synthétisent des chimiokines et des cytokines, qui régulent la réponse inflammatoire et recrutent
d'autres cellules effectrices, y compris les PN eux-mémes (Theilgaard-Mdnch et coll., 2006).

L’importance des PN comme éléments clés dans la réponse immunitaire innée est bien
illustrée dans de nombreuses maladies caractérisées par des troubles neutropéniques, la
granulomatose septique chronique (Chronique Granulomatous Diseases, CGD) ou encore le
syndrome d'insuffisance d'adhérence de leucocyte. Ces pathologies sont en particulier
caractérisées par une prédisposition et une susceptibilité accrue aux infections bactériennes et
fongiques. Cependant, la forte capacité destructive des PN souléve également leur potentiel a
endommager les tissus sains environnants, ce qui se produit dans de nombreuses maladies
inflammatoires telles que I’emphyséme pulmonaire, certaines maladies inflammatoires
intestinales, la polyarthrite rhumatoide (Summers et coll., 2010) ou encore dans les stades
précoces de la cirrhose alcoolique (Ramaiah etcoll., 2007).
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Ainsi, les activités de defense des PN constituent des outils trés efficaces dans la lutte anti
infectieuse mais peuvent avoir des effets déléteres dans certaines situations. Ces effets
paradoxaux des neutrophiles soulignent par ailleurs les difficultés de mettre en place des
stratégies de contr6le pharmacologique de leurs activités inappropriées, d’autant qu’elles

different fortement selon la localisation des PN, dans le sang ou dans les tissus.
I.1. Génération et homéostasie des neutrophiles

Comme tous les autres leucocytes, le PN dérive d’une cellule souche hématopoiétique
(Hematopoietic Stem Cell) CD34" dans les cordons hématopoiétiques des sinus veineux de la
moelle osseuse (Pruchniak et coll.,, 2013; Summers et coll., 2010). La cellule souche
hématopoiétique se différencie en un précurseur hématopoiétique pluripotent nommé HPP-CFC
(High proliférative Potential-Colony Forming Cell) qui représente moins de 0,1% des cellules.
Cette cellule souche donne naissance a une cellule souche myéloide puis aux progéniteurs des
granulocytes et des monocytes-macrophages (GM-CFC), étape suivie de la formation du
progeniteur direct des polynucléaires (G-CFC). Chacune de ces étapes est régulée et orientée par
différentes cytokines (IL-3, GM-CSF, G-CSF, IL1 et IL6) (Manz et Broettcher, 2014). Au cours
de leur différenciation, les cellules deviennent plus volumineuses et perdent leur capacité de
division rapide et donnent a la fin de leur maturation une cellule renfermant un noyau polylobé et
de différents types de granules cytoplasmiques, qui est le PN (Schéma 1) (Lakshman et Finn,
2001). Cette production des PN est largement régulée par le taux des PN apoptotiques dans les
tissus (Borregaard, 2010). Lorsque les macrophages et les cellules dendritiques phagocytent les
PN apoptotiques, leur production en IL-23 diminue (Von Vietinghoff et Ley, 2009). L’IL-23
stimule la production de I’TL-17A par les cellules T spécialisées désignées collectivement sous le
nom de cellules T régulatrices du PN, principalement localisées dans les ganglions lymphatiques
mésentériques (Ley et coll., 2006). L’IL-17A est également un important stimulateur de la
production du G-CSF (Schwarzenberger et coll., 2000). Ainsi la production du G-CSF est réduite
lorsque le nombre de PN dans les tissus augmente, et une augmentation de G-CSF stimule la
granulopoiése (Borregaard, 2010).

Chez I’homme, les PN représentent 50 & 70% des leucocytes circulants. Ils sont généres a
un taux de 10 par jour, et pouvant augmenter jusqu'da 10%? par jour durant une infection
bactérienne, ce qui explique le fait que 55% a 60% de la moelle osseuse est dédieée a leur

production (Mayadas et coll., 2014).
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Schéma 1. Origine et devenir du neutrophile. PM: Promyélocyte; MY: Myélocyte; PMN: Polymorphonucéire
neutrophile mature; az.GPs: protéines des granules azurophiles; spe.GPs: protéines des granules
spécifiques ; gel.GPs : protéines des granules a gélatinase (Theilgaard-Moénch et coll., 2006).

Dans les conditions homéostatiques, les PN matures restent dans la moelle osseuse
pendant 5 jours avant d’étre libérés dans la circulation. Apres avoir circulé 6 a 8 heures, ou ils
peuvent étre actives par de différents stimuli, les PN migrent vers les tissus périphériques ou ils
peuvent survivre5 a 6 jours, notamment dans les ganglions (Janeway et coll., 2001; Chtanova et
coll., 2008). Les PN entrent ensuite en apoptose et sont phagocytés et détruits par
macrophages.

1.2. Principales activités de défense du neutrophile

Le PN joue un role important dans la premiére ligne cellulaire de défense de 1’organisme
contre les microorganismes agresseurs. La fonction microbicide des PN au cours de la réaction
inflammatoire est un processus complexe qui implique la concertation et la coordination de

nombreuses réponses hautement efficaces et finement régulées.
1.2.1. Chimiotactisme et migration

Au cours de la phase précoce de I’inflammation, les PN circulants répondent aux
différents mediateurs pro-inflammatoires (C5a, PAF, LTBy, 1I-8, TNF,...etc.) ce qui aboutit a
leur activation et leur marginalisation vers les parois des vaisseaux sanguins périphériques (Liu et
coll., 2003). Au niveau de la paroi interne des vaisseaux, les PN établissent des interactions avec
les cellules endothéliales activées, ce qui entraine leur roulement, leur adhésion ferme aux parois,

le changement de leur morphologie puis leur diapédése vers 1’espace extravasculaire (Schéma 2)
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(Seely et coll., 2003). Ces interactions sont facilitées par de nombreuses molécules d’adhésion
exprimées a la surface du PN (L-selectines, PECAM et les intégrines) ainsi qu’a la membrane
des cellules endothéliales (E-selectines et ICAM) (Wagner et Roth, 2000). Une fois dans 1’espace
extravasculaire, les PN sont soumis aux propriétés chimiotactiques de faibles concentrations
d’attractants (Tableau 1), ce qui favorise leur mouvement vers les foyers inflammatoires. Les
travaux in vitro montrent que les PN migrent suivant un gradient créé par des concentrations
croissantes du chimioattractant (Liu et coll., 2003). Cependant, lorsque les concentrations de
chimioattractants tels que le fMLP augmentent fortement, elles paralysent la migration des PN
(Périanin et coll., 1982) tout en stimulant fortement la production d’oxydants (Snyderman et
Pike, 1984). Ces données suggerent que les fortes concentrations d’attractants retiendraient les
PN dans les foyers inflammatoires et faciliteraient la destruction des bactéries. Les substances
chimiotactiques sont reconnues a la membrane plasmique des PN par des récepteurs spécifiques
couplés a une protéine G, qui sont distribués a la surface des PN activés de facon a polariser les

cellules dans le sens du gradient (Witko-Sarsat et coll., 2000).
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Schéma 2. Fonction bactéricide du neutrophile au cours de la réponse immunitaire innée.az. Gr: granules
azurophiles. DC : Cellules dendritiques; gel. gr, granules & gélatinase. ICAM-1: molécule d'adhésion
intercellulaire 1; LFA-1: Leukocyte function associated molecule 1; spec. gr.: granules
spécifiques(Theilgaard-Monch et coll., 2006).



Tableau 1. Principaux chimioattractants du neutrophile humain (Seely et coll., 2003)

Spécifiques Non spécifiques
Interleukine-8 Complement fragment C5a
Granulocyte Chemotactic Protein (GCP)-2 f-Met-Leu-Phe (fMLP)
Endothelial cell-derived neutrophil attractant (ENA)-78 | Tumor Necrosis Factor (TNF)
Neutrophil-Activated Peptide (NAP)-2 Monocyte Chemoattractant Protein (MCP)-1,-2,-3,-4
Growth-Related Oncogene (GRO)-a,-B,-y Macrophage Chemotactic and Activating Factor
Macrophage Inflammatory Protein (MIP)-1,-2 g"\lgglot‘;)Activating Factor (PAF)
Platelet Factor (PF)-4 RANTES
Mast cell-derived chemotactic factor Casein
5-Hydroxy Eicosatetraeinoic acid (5-HETE) Leukotriene-B, (LTBy)

1.2.2. Phagocytose

Arrivés au site d’infection, les PN reconnaissent les bactéries et procedent a leur
destruction principalement via leur phagocytose, un moyen d’optimiser leur élimination. La
membrane du PN développe des projections qui entourent les microorganismes et les internalisent
dans des vacuoles, processus facilités par 1’opsonisation des microorganismes essentiellement
par le fragment C3b du complément et les immunoglobulines de la classe G et M (Seely et coll.,
2003). Les particules opsonisées s’attachent passivement aux PN via des interactions entre les
opsonines et leurs récepteurs leucocytaires (CR3 et FCyR) qui contrdlent les processus
d’invagination initié¢ au niveau de la zone de contact établi avec le pathogéne qui finit par étre
completement internalisé dans un phagosome pour y étre détruit via différents mécanismes
(Schéma 3) (Roos et VVan Bruggen, 2000).
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Schéma 3. Phagocytose d’agents pathogénes par les PN et activation des fonctions bactéricides
(Kobayashi et coll., 2005).



1.2.3. Dégranulation du neutrophile

La destruction de microorganismes phagocytés par les PN est accélérée par la libération
de nombreuses enzymes lytiques au cours de la dégranulation (Lakchmann et Finn, 2001). Le PN
est équipé de quatre types de granules intracellulaires (détaillées ci-apres) qui renferment des
substances hautement microbicides, protéines et enzymes lytiques telles que les protéases, les
matrice-métalloprotéinases et la myéloperoxydase (MPO) (Borregaard et Cowland, 1997). La
fusion des granules intracellulaires avec le phagosome permet de 1’enrichir avec de nombreuses
substances protéolytiques nécessaires pour la destruction des pathogenes (Seely et coll., 2003).
Ces enzymes lytiques peuvent également &tre libérées dans 1’espace extracellulaire ou elles
peuvent causer de graves lésions tissulaires, conduisant dans certains cas a des pathologies
inflammatoires chroniques (Schéma 2).

1.2.3.1. Granulogénése

La granulogénese (appelée également granulopoiese) est un processus important dans la
génération des PN. La formation des différentes granules apparait pendant la différenciation du
PN, elle prend place quand les vésicules immatures de transport qui dérivent de I'appareil de
Golgi fusionnent entre elles. Les différentes granulations sont formées séquentiellement au cours
de la différenciation myéloide (Schéma 4) (Borregaard et Cowland, 1997; Faurschou et
Borregaard, 2003).
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proteins
Myeloperoxidase Lactoferrin FcyRill
Elastase Gelatinase
Defensin
Other Cathepsin G, PR3, Gp91phox/p22phox, Gp91phox/p22phox, Gp91phox/p22phox,
proteins BPI, azurocidin, CD11b, collagenase, CD11b, MMP25, CD11b, MMP25, C1g-R,
sialidase, hCAP18, NGAL, B12BP, arginase-1, FPR, alkaline
B-glucuronidase SLPI, haptoglobin, p2-microglobulin, phosphatase, CD10,
pentraxin 3, CRISP3 CD13,CD14,
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Ez—microg!obulin,
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Schéma 4. Schéma de la granulogenése au cours de la maturation des PN (Amulic et coll., 2012).
(Une liste plus compléte des constituants granulaires est proposée dans le Tableau 2).



Toutes les granules partagent entre elles certaines caractéristiques structurales communes.
Cependant, des différences importantes existent entre elles a propos de leur taille, leur contenu et
les types de protéines stockées. Il parait en fait qu’il n'y a pas d'adressage individuel des protéines
vers chaque type de granules mais elles s'accumulent au moment de leur synthése dans le type de
granules en cours de formation ; c’est le mécanisme de ciblage dans le temps (targeting-by-
timing).L'extraordinaire hétérogénéité des granules de PN est ainsi expliquée par une expression
affinée et hautement réglementée individuellement des genes des protéines des granules, médiée
par des combinaisons de facteurs de transcription myéloides qui, comme les protéines
granulaires, sont exprimés a des stades spécifiques du développement des PN (Faurschou et
Borregaard, 2003). Ainsi, les granules formées précocement dans le PN ont été initialement
définies par leur teneur élevée en myéloperoxydase (MPO) et par conséquent nommées "granules
peroxydase-positives”, mais elles sont également appelées "granules azurophiles™ en raison de
leur affinité pour le colorant basique azure A, ou tout simplement désignées "granules primaires".
La production de la MPO cesse a la transition promyélocyte/ myélocyte. En conséquence, les
granules formées a des étapes ultérieures sont peroxydase-négatives. Les granules de peroxydase-
négatives peuvent étre subdivisés en "Spécifiques” (secondaire) et "gélatinases” (tertiaires), en
fonction de leur temps d'apparition et le contenu en protéines de la matrice. Les granules
specifiques sont formées dans le myélocyte et le métamyélocyte et ont une teneur élevée en
lactoferrine mais une faible teneur en gélatinase, tandis que les granules a gélatinase sont formées
dans les cellules bandées et les PN segmentés et sont pauvres en lactoferrine, mais riches en
gélatinase. Les vésicules sécrétoires, comme les granules, sont des vésicules d'exocytose régulée
qui apparaissent dans le neutrophile segmenté, mais le fait que ces vésicules contiennent des
protéines plasmatiques suggere qu’elles sont formées par endocytose dans le PN mature.

Au cours de l'activation des PN, ces différentes granules sont mobilisées pour déverser
leur contenu soit dans les phagosomes, soit dans le milieu extracellulaire. L'exocytose des
granules conduit a la libération des protéines matricielles stockées, et la translocation de protéines
des membranes granulaires vers la membrane plasmique. Ces deux processus ont une grande

importance dans la régulation de la fonction défensive du PN (Ligeti et Mdcsai, 1999).
1.2.3.2. Différentes granulations du neutrophile

Quatre types de granules/vesicules sont présents dans le cytoplasme du PN quiescent :
granules azurophiles, granules spécifiques, granules a gélatinases et vésicules sécrétoires. Ces
granules différent les unes des autres non seulement par leur contenu intragranulaire mais aussi

par les marqueurs exprimés sur leur membrane ainsi que par leur taille.
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a. Granules azurophiles (primaires)

Les granules azurophiles ou primaires sont les premiéres granules formées au cours de la
différenciation du PN. Elles apparaissent tres t6t dans le stade promyélocyte mais leur nombre
décroit avec la maturation des PN (Gullberg et coll., 1997 ; Witko-Sarsat et coll., 2000) mais
pouvant atteindre environ 1500 granules /PN, soit environ le 1/3 des granules du PN. Elles ont
une forte affinité pour les colorants azures d’ou elles tiennent leur nom. Elles sont
reconnaissables en raison de leur couleur rouge-violet dans les préparations au colorant Wright-
Giemsa (Mollinedo, 2003). Les granules azurophiles ont une petite taille avec une certaine
hétérogénéite (0,5-0,8 um), de forme allongée et qui sont tres denses en microscopie
électronique. Cette hétérogénéité peut étre due au « packaging » avec un contenu qui varie avec
le temps au cours de leur formation et les changements au sein des granules remplies apres
formation (Faurschou et Borregaard, 2003). Ainsi, les granules azurophiles peuvent étre
subdivisées en deux sous-populations : Les granules azurophiles précoces (pauvres en défensine)
qui apparaissent au début du stade de promyélocytaires et les tardives (riches en défensine) qui se
forment durant la transition promyélocyte/myélocyte (Arnljots et coll., 1998).

Les azurophiles expriment a leur membrane la granulophysine (CD63) comme le
lysosome, mais contrairement a celui-ci elles n’expriment pas le LAMP-1 et LAMP-2 (Lysosome
associated membrane proteins 1 and 2). En plus de CD63, les seules protéines membranaires
identifiées dans les granules azurophiles jusqu'a présent sont CD68, préséniline 1, stomatine et un
type vacuolaire H*-ATPase (Faurschou et Borregaard, 2003).Les granules azurophiles sont des
peroxydase-positives caractérisées principalement par leur haute teneur en myéloperoxydase
(MPO), une peroxydase hémoprotéique qui utilise le H,O,comme substrat pour générer d’autres
dérivés microbicides et pro-oxydants encore plus toxiques. En plus de la MPO, lesgranules
azurophiles renferment également de nombreuses hydrolases acides, des substances bactéricides
et d’enzymes lytiques (Borregaard et Cowland, 1997 ; Faurschou et coll., 2002).Les serines
protéases constituent une partie importante des protéases contenues dans les granules azurophiles.
Trois sérines protéases neutres appelées Serprocidines (la protéinase-3, la cathepsine G et
I’¢élastase) et qui présentent une forte activité microbicide, ont été identifiées (Sinha et coll., 1987
; Campanelli et coll., 1990). Les granules azurophiles contiennent également des protéines non
membranaires qui ont une action anti-microbienne directe. 11 s’agit notamment de la famille des
défensines (a-Défensines), la protéine BPI (bactericidal/permeability-increasing protein) et
1’azurocidine (Nauseef, 2007).

Les azurophiles sont les granulations les plus difficiles a mobiliser dans les PN, comme
nous le montrons dans notre étude experimentale. Leur disponibilité a la dégranulation est faible,

et elles subissent une exocytose limitée en reponse a la stimulation du PN par des agents pro-
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inflammatoires qui par ailleurs stimulent relativement fortement 1’explosion oxydative (Sengelov
et coll., 1993). Il semblerait que ces granules contribuent principalement a la destruction et a la
dégradation des microorganismes qui a lieu au niveau du phagolysosome (Faurschou et
Borregaard, 2003 ; Nauseef, 2007).

b. Granules spécifiques (secondaires)

Elles sont formées au stade myélocyte, métamyélocyte et les PN segmentés (Ligeti et
Macsai, 1999; Faurschou et Borregaard, 2003). Elles sont sphériques et de petite taille (0,2 pum)
comparativement aux granules primaires (0,5-0,8 pum) et de couleur brun foncé. Elles constituent
avec les granules tertiaires (a gélatinase) le groupe de granules peroxydase-négatives. Cependant,
les granules spécifiques et a gélatinase différent considérablement les unes des autres par rapport
a leur teneur en protéines et aux propriétés sécrétoires. Ainsi, alors que les granules spécifiques
plus grandes sont riches en substances antibiotiques, les granules a gélatinase les plus petites ne le
sont pas, mais plut6t riches en métalloprotéinases (Faurschou et Borregaard, 2003).

Un des marqueurs les plus importants des membranes des granules spécifiques est le
Cytochromebssg, qui représente le coeur catalytique du complexe générateur du superoxyde, la
NADPH oxydase. Les membranes des granules spécifiques renferment aussi des molécules
d’adhésion comme les B2-intégrines (CD11b/CD18), des récepteurs pour les éléments de la
matrice  extracellulaire  (Fibronectin-R, Laminin-R, vitronectin-R), et pourcertains
chimioattractants comme le fPR, le récepteur des peptides bactériens formyl-Methionyl-leucyl-
phenylalanine (fMLP).Les granules spécifiques constituent également un réservoir de molécules
et substances antibiotiques et microbicides dontla lactoferrine est la plus abondante de ces
granules (Faurschou et Borregaard, 2003). Les granules spécifiques renferment également trois
autres molécules potentiellement microbicides : la lipocaline (Neutrophil Gelatinase-Associated
Lipocalin, NGAL), hCAP-18 (Human Cathelicidin Antimicrobial Protein) et le
lysozyme(Borregaard, 2007).

Les granules spécifiques contiennent également une famille importante d’enzymes
Iytiques, les métalloprotéinases nommées MMP (Matrix Metalloproteinase). Ces
métalloprotéinases sont séquestrées dans les granules spécifiques sous forme inactive et subissent
une activation protéolytique aprés exocytose. Les plus importantes des MMP des granules
spécifiques sont la collagénase (MMP-8) et les leukolysines (MMP-25). Ces protéases sont
capables de dégrader la majorité des constituants de la matrice extracellulaire comme les
collagenes, les fibronectines et les laminines. Elles joueraient donc un role essentiel dans la
dégradation de la membrane basale de la paroi vasculaire ainsi que des structures interstitielles

lors de I’extravasion et la migration du PN (Borregaard, 2007), comme elles seraient impliquées
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dans certaines pathologies (Chistiakov, 2015). Les granulations spécifiques sont mobilisées plus

rapidement que les granules azurophiles au cours de I'exocytose (Faurschou et Borregaard, 2003).

c. Granules a gélatinase (tertiaires)

Ces granules sont moins bien caractérisées que les deux précédentes. Elles apparaissent
parallelement aux granules spécifiques a partir du stade métamyélocyte, et par conséquent elles
sont peroxydase-négatives, mais contrairement a ces derniéres elles sont de petite taille et peu
visibles au microscope optique. Ces granules sont trés riches en gélatinase ou matrice
métalloprotéinase-9 (MMP-9) d’ou leur appellation, comme elles comprennent d’autres
métalloprotéinases (collagénases et leukolysines). Comme les granules spécifiques, les granules a
gélatinase renferment également dans leur membrane des molécules d’adhésion comme les [2-
intégrines (CD11b/CD18), le récepteur fPR ainsi que le cytochrome b558 (Faurschou et
Borregaard, 2003).Les granules a gélatinase jouent un réle essentiel dans la diapédese des PN
puisqu’elles sont riches en protéines dégradant la matrice interstitielle. En effet, le collagéne de
type IV, constituant majeur de la membrane basale de la paroi vasculaire, ainsi que le collagene
de type V du tissu interstitiel sont des substrats de la gélatinase (Borregaard et Cowland, 1997 ;
Chistiakov, 2015). Ces métalloprotéinases interviennent ainsi aux étapes de migration tissulaire
au coursdu recrutement des PN. En terme de dégranulation, les granules a gélatinase sont les plus
aisément mobilisables par rapport aux azurophiles et aux spécifiques (Faurschou et Borregaard,
2003 ; Borregaard, 2010).

d. Vésicules sécrétoires

Les vésicules sécrétoires sont les derniéres granules formées dans les PN, et apparaissent
au cours de la maturation finale du PN. Elles pourraient étre d’origine endocytaire parce qu'elles
contiennent des protéines de plasma telles que I'albumine qui sert de marqueur pour ces vésicules
(Borregaard et Cowland, 1997). Ces vésicules constituent un réservoir des récepteurs associés a
la membrane et qui sont nécessaires a la phase précoce de la réponse inflammatoire gouvernée
par les PN (Faurschou et Borregaard, 2003). Les vésicules sécrétoires sont les granules les plus
mobilisées dans le PN, mais elles ne font pas une partie des vésicules constitutives
d'endocytose/exocytose. Une fois mobilisées, les vésicules sécrétoires ne sont plus reformées que
ce soit in vitro ou in vivo (Ligeti et Mdcsai, 1999).

Lorsque les PN sont stimulés par des agents pro-inflammatoires, ils déversent le contenu
des granules dans le milieu extracellulaire et/ou dans les phagolysosomes, tout en enrichissant la
membrane plasmique des PN en récepteurs divers. Certains composants des granules
(myéloperoxydase, élastase) se fixent a la surface des cellules et agents pathogénes ou ils

exercent leurs activités. Cette dégranulation permet ainsi une décompartimentalisation rapide des
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contenus granulaires qui vont réguler les fonctions physiopathologiques du PN. Le Tableau 2

résume les principaux constituants intragranulaires et membranaires de chaque type de granule.

Tableau 2. Constituants essentiels des différentes granules du neutrophile humain.
(adapté a partir Faurschou et Borregaard, 2003 et Borregaard et coll., 2007).

Granules Matrice granulaire Membrane

Acide  B-glycerophosphatase, Acide
mucopolysaccharide, a;-Antitrypsine, a-
Mannosidase, Azurocidine, BP1, -
Azurophiles Glycerophosphatase, Cathepsines, | CD63, CD68, Presenilin 1, Stomatin
Defensines, Elastase, Lysozyme, MPO,
N-acetyl-B-Glucosaminidase, Protéinase-
3, Sialidase, Ubiquitin-protein

CD11b/CD18,CD15, CD66, CD67

Cytochrome bssg, fPR,Récepteur de
B2-Microglobuline, Collagénase, CRISP- | fibronectine, Sous-unité o de la protéine
3(SGP28), Gélatinase, hCAP-18, | G, Récepteur de laminine, Leukolysine,

spécifiques Histaminase, Heparanase, Lactoferrine L'antigene NB1, Protéine 19 KDa,
Lysozyme, NGAL, UuPA, Sialidase, | Protéine 155KDa, RAP1, RAP 2,
Transcobalamine-1 SCAMP,  SNAP-23/-25, VAMP-2,

Récepteur de thrombospondine, de TNF
et Vitronectine

CD11b/CD18, Cytochrome Dsse,

Acetytransférase, B,-Microglobuline, Arginase, fPR, Leukolysine, NRAMP-1,

A gélatinase (I_:Rslc?zp_ri’e Gélatinase,  Collagenase, SNAP-23/-25, Récepteur de I'uPA, H*
ysozyme, ATPase-V
Phosphatase alcaline, CD11b/CD18
CD13, fPR, CD14, CD16, CR1,
V. sécrétoires Proteines plasmatiques Récepteur Cla, Cytochrome bssg, DAF

(Decay-Accelerating factor),
Leukolysine, VAMP-2

1.2.3.3. Mécanisme de dégranulation du neutrophile

La mobilisation des différentes granules dans les PN stimulés montre des différences
quantitatives et temporelles suggérant qu’elle est régulée différemment au point de vue
biochimique. La cinétique de libération des granules leucocytaires refléte une hiérarchie stricte de
mobilisation aussi bien in vivo qu’in vitro. Ainsi, les veésicules sécrétoires sont les plus
rapidement libérées, suivi des granules a gélatinase tandis que la libération des granules
spécifiques se fait plus lentement (Ligeti et Mdcsai, 1999 ; Faurschou et Borregaard, 2003 ; Lacy,
2006). De plus, ces différentes granules sont mobilisées a des moments différents de I'activation
du PN et selon des stimulations hiérarchisées qui semblent étre ajustées aux rbles que ces
différents organites peuvent jouer lors des réponses des PN (Borregaard et Cowland, 1997).

La stimulation in vitro des PN par des concentrations de l'ordre du nanomolaire des
médiateurs inflammatoires tels que le fMLP induit une exocytose rapide et presque compléte des

vésicules sécrétoires, sans effet significatif sur les autres granules. La stimulation des PN avec
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des agonistes plus puissants comme le PMA (phorbol 12-myristate 13-acétate) induit une
libération exhaustive des granules a gélatinase, une libération modérée des granules spécifiques,
et une faible exocytose des granules azurophiles (Faurschou et Boreegard, 2003). Cependant, la
dégranulation du PN peut étre fortement potentialisée par de faibles concentrations d’agents
comme la cytochalasine B et D suggérant que le cytosquelette exerce un effet inhibiteur, alors
que par ailleurs, elle aide au mouvement des granules vers la membrane dans les cellules
stimulées (Lacy, 2006).

L'élévation de la concentration du calcium cytosolique (Ca®*) joue un réle important dans
I’induction de 1'exocytose des granules dans une variété de cellules (Sengelov et coll., 1993). La
dégranulation en réponse au calcium semble, par ailleurs, étre biphasique: la premiére phase de
haute affinité au calcium (faible concentration du Ca®") correspond & I'exocytose des granules
spécifiques et celles a gélatinase. La seconde phase de faible affinité (forte concentration du Ca*")
correspond la sécrétion des granules azurophiles (Sengelov et coll., 1993). Cette différence de
sensibilité des diverses populations de granules au Ca** peut étre liée aux variations de régulation
des annexines (I, I1,....XI), un groupe de protéines régulées par le Ca®* et qui interviennent dans
I'agrégation et la fusion des veésicules avec la membrane plasmique (Borregaard et Cowland,
1997; Ligeti et Mocsai, 1999). En outre, le calcium pourrait favoriser la dégranulation du PN en
modulant les interactions des protéines du systeme moteur de 1’exocytose notamment entre les
SNAP (Soluble NSF attachement protein) et les SNARE (SNAP receptor proteins). Les SNARE
sont des protéines ubiquitaires et hautement conservées composant la machinerie d'accostage et
de fusion de vésicules (Lacy, 2006 ; Snyder et coll., 2006). Chaque vésicule de transport exprime
sur sa membrane un v-SNARE (vesicle Soluble NSF Acceptor Receptor) qui reconnait et interagit
specifiquement avec un seul type de t-SNARE (target SNARE) présent sur la membrane
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Schéma 5. Implication des SNARE dans I’exocytose des granules intracellulaire (Snyder et Coll., 2006)
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Le calcium renforce I’interaction v-SNARE-t-SNARE et facilite la fusion des deux
membranes. Aprés la fusion, le recrutement de SNAP et d'une ATPase cytosolique, le NSF (N-
ethylmaleimide Sensitif Factor), permet I'nydrolyse de I’ATP et entraine la dissociation du
complexe et I'incorporation de la membrane de granule dans la membrane de la cellule (Chen et
Scheller, 2001).Dans le PN, les protéines t-SNARE, syntaxine-4 et 6 sont détectées
exclusivement dans la membrane plasmique; alors que les v-SNARE, VAMP-2 (Vesicle
Associated Membrane Protein) et SCAMP (Secretory Carrier Membrane Protein) sont présentes
au niveau de la membrane des vésicules sécrétoires, les granules a gélatinase et les granules
spécifiques. Les SNAP-23 et -25 (Synaptosome Associated Protein 23 et 25) sont trouvés
principalement au niveau des membranes des granules peroxydase-négatives (Martin-Martin et
coll., 2000; Faurschou et Borregaard, 2003).

En plus des protéines SNARE, d’autres protéines accessoires et régulatrices sont
nécessaires pour un controle efficace de I’exocytose des granules du PN. Ainsi, la
synaptotagmine 1l a été proposé pour jouer un réle comme un possible détecteur de calcium dans
I’exocytose des PN. La régulation de la dégranulation pourrait également inclure des membres de
la famille Sec1/Muncl8 (SM) qui sont essentiels dans la régulation des différentes étapes de
trafic intracellulaire. Plus précisément, il a été montré que les isoformes Munc18-1, Munc18-2 et
Munc18-3 jouent un réle majeur dans la régulation de I'exocytose dans divers tissus et types de
cellules. Les mécanismes d'action précis de ces protéines sont encore méconnus. Cependant, des
travaux récents ont montré qu'elles peuvent interagir de plusieurs fagcons avec leurs partenaires
SNARE et que chacun de ces modes de liaison peut correspondre a une tache spécifique dans la
régulation de 1’assemblage et de la fusion des complexes SNARE. Leur propriété essentielle est
d'activer sélectivement un complexe SNARE par l'interaction avec des complexes SNARE
préassemblés comme démontré pour Muncl8-1 dans de nombreuses cellules. La fonction
appropriée des protéines Muncl8 peut également impliquer des mécanismes de régulation
supplémentaires et des protéines telles que Muncl3 et Rab (Logan et Odemuyiwa, 2003 ;
Brochetta et coll., 2008). L’exocytose nécessite également la liaison de GTP a des molécules
effectrices intracellulaires impliquées dans la machinerie de dégranulation. Ceci suggere que les
protéines de liaison au GTP, y compris guanosine triphosphatases (GTPases), peuvent étre
impliquées dans la dégranulation. Les données actuelles sont en faveur de 1’implication du Rac2,
un membre de superfamille de Ras-GTPases, dans la dégranulation des PN notamment celle des
azurophiles. Cependant, son homologue le Racl participent plutdt a I’activation de la NADPH
oxydase et la production du superoxyde (Lacy, 2006). Un autre membre de la famille des Ras-
GTPase, qui est proposé pour jouer un réle important dans la dégranulation, est la protéine Rab27

(Johnson et coll., 2010). Ceci est démontré dans des souris déficientes (knock-out) pour le Rab27
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qui montrent une sévére défaillance de 1’exocytose des granulations azurophiles. Dans le PN,
I’implication de Rab27 est coordonnée par deux effecteurs, une protéine Synaptotagmine-Like et
le Muncl3 (Catz, 2014). Cependant, le r6le exact de Rab27 dans la mobilisation des granules
intracellulaires est encore a élucider (Johnson et coll.2010 ; Catz, 2014).

La phosphorylation des différents partenaires d’exocytose constitue un autre mécanisme
majeur de régulation de la dégranulation. Cette phosphorylation concerne aussi bien les protéines
SNAP-SNARE, pieces charniéres de la machinerie de dégranulation, que leur protéine
accessoires. La protéine Kinase C (PKC) est la premiére kinase identifiée pour phosphoryler les
différents partenaires de la machinerie d’exocytose. La PKC phosphoryle les deux constituants
majeurs des SNARE, les Syntaxines et les SNAP (23 et 25) (Lacy, 2006 ; Snyder et coll., 2006).
Elle pourrait également phosphoryler les autres protéines régulatrices telles que le Munc-18, la
synaptotagmine, et le NSF. Outre la PKC qui comporte une douzaine d’isoformes dont le réle
respectif reste non explorée, la protéine kinase A (PKA) et la calmodulin-dependent Kinase
(CdK) ont également été rapportées pour phosphoryler certains partenaires de la machinerie
d’exocytose (Snyder et coll., 2006). D’autres effecteurs de la signalisation tels que les tyrosine
Kinases et les MAP-Kinases sont également soupconnées pour avoir un role dans la
phosphorylation des protéines régulant I’exocytose. Cependant, leur contribution respective reste

peu étudiée de méme que la sensibilité de I’exocytose aux atteintes pathologiques (Lacy, 2006).
1.2.3.4. ROle des granules dans I’activité microbicide du neutrophile

Les granules des PN constituent de véritables réservoirs de molécules toxiques,
microbicides et antibiotiques. La majeure partie de ces molécules est stockée dans les granules
azurophiles et spécifiques et représentent I’arsenal microbicide par excellence des PN. De plus, la
membrane des granules des PN renferment de nombreuses molécules d’interaction cellulaire ou
d’interaction avec les pathogéne, qui interviennent effectivement dans la réponse microbicide des
PN (Nauseef, 2007 ; Cole et Nizet, 2016). Une fois exprimées a la membrane plasmique au cours
de la dégranulation et pendant le recrutement des PN au foyer inflammatoire, ces molécules
membranaires renforcent ce recrutement et participent a la stimulation ultérieure des PN
(Cowland et Borregaard, 2010).

Dans le PN stimulés par des agents particulaires, les granules déversent leur contenu
principalement dans le phagosome alors qu’une stimulation par des agents solubles entraine une
dégranulation dans le milieu extracellulaire, avec incorporation des membranes granulaires dans
la membrane plasmique. La libération des différentes populations de granules est d’une grande
importance pour ’activité défensive du PN (Ligeti et Mocsai, 1999). Dés les premiers stades de

roulements du PN circulant sur I'endothélium, les vésicules sécrétoires sont mobilisées grace a la
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présence du CD11b sur leurs membranes qui permet aux PN activés d’établir des interactions
fermes avec I'endothélium. Ces interactions déclenchent également la mobilisation des vésicules
sécrétoires des PN qui enrichit la surface du PN avec la p2-intégrine (CD11b/CD18) ; ceci est
accompagne de I’expression de la L-sélectine. Cependant, I’exocytose des vésicules sécrétoires
n’est pas associée a une sortie systémique des protéines des granules potentiellement toxiques. La
translocation des P2-intégrines engage des molécules d'adhésion intercellulaire (ICAM)
endothéliales, notamment aux ICAM-1 qui médie I'adhésion ferme et initie la transmigration des
PN. L’exocytose des granules a gélatinase libeére les métalloprotéases collagénolytiques, qui
jouent probablement un roéle important dans la dégradation de la membrane basale vasculaire
pendant I’extravasation (diapédése) du PN. Au cours de la migration ultérieure des PN & travers
les tissus interstitiels, les granules spécifiques et les granules azurophiles subissent une exocytose
partielle. Ceci mobilise des récepteurs membranaires pour les composants de la matrice
extracellulaire et libére d’autres enzymes lytiques, y compris la collagénase et les sérine
protéases, ce qui dégrade encore la matrice extracellulaire qui facilitent davantage la migration
(Gullberg et coll., 1997 ; Borregaard, 2007 et 2010 ; Cowland et Borregaard, 2010). Une fois en
contact avec les pathogénes, le PN met en ceuvre ses divers mécanismes antimicrobiens oxygeéno-
dépendants et oxygeno-indépendants en déversant les granules azurophiles et spécifiques dans le
phagosome ou a l'extérieur de la cellule. La diversité fonctionnelle des substances granulaires
permet aux PN de cibler les bactéries de différentes maniéres. Ainsi, certains constituants
granulaires (les defensines, BPI, hCAP-18, lactoferrine, lysozyme) exercent une activité
antimicrobienne en perturbant les membranes bactériennes, alors que d’autres (NGAL,
lactoferrine, Nrampl) interférent avec les voies métaboliques dépendant du fer chez les bactéries
(Naussef, 2007 ; Borregard, 2010 ; Cole et Nizet, 2016). Cependant, le mécanisme le plus
efficace dans la lutte antimicrobienne de PN est sans doute le mécanisme oxygeno-dépendant. Ce
mécanisme nécessite la coopération de deux enzymes importantes des granules du PN, la NOX2
(granules spécifiques), et la MPO (granules azurophiles) dont les caractéristiques seront détaillées
ci-apres car elle est I’objet de notre étude expérimentale. La NOX2 est le systeme générateur du
superoxyde 02, le précurseur de toute une famille de substances oxygénées hautement
oxydantes et trés toxiques (FRO), alors que la MPO utilise le H,O, dérivé de la dismutation de
1’02" pour produire le HOCI trés toxique dans le systéme halogéne-H,0,-MPO-HOCI
(Klebanoff, 2005). La membrane des granules specifiques et tertiaires constitue le réservoir de
NOX2 (gp91°"™) et de fPR qui, une fois dégranulés, vont contribuer & favoriser 1’explosion
oxydative des PN.

En plus de leur action bactéricide, une caractéristique intéressante de certains constituants

granulaires tels que les defensines, azurocidin et hCAP-18 est leur capacité a induire le
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chimiotactisme des cellules CD4" et CD8". Cette capacité amplifie la réponse inflammatoire et
fournit ainsi une connexion intéressante entre les mécanismes immunitaires innés et adaptatifs
(Borregaard, 2010).

1.2.3.5. La Myéloperoxydase

a. Structure et localisation

La Myeloperoxydase(MPO) est une enzyme hémo-glycoprotéique fortement exprimée
dans le neutrophile, et qui représente environ 5% du poids sec de la cellule (Klebanoff, 2005 ;
Nauseef, 2014). La MPO a une masse moléculaire de 144 kDa et est constituée de deux sous-
unités (hétérodimeres) identiques liées par un pont disulfure. Chaque sous-unité est composée
d'une chaine polypeptidique lourde (55-64 kDa, 466 acides aminés) et une Iégere (10-15 kDa,
108 acides amines) (Lau et Baldus, 2006), ainsi qu’un groupe protoporphyrine IX avec un fer
central. L'environnement de I'héme est constitué par les deux polypeptides. Les deux
groupements héminiques de la MPO sont structurellement et fonctionnellement identiques
(Arnhold et Flemmig, 2010).La structure secondaire de la MPO est principalement a-hélicoidale,
chaque sous-unité étant constituée d'un noyau central de 5 hélices et d’un heme. Quatre hélices
proviennent de la chaine lourde et la cinquieme de la chaine légere (Lau et Baldus, 2006).

La MPO a été identifiée pour la premiére fois dans les neutrophiles et f(t baptisée
Verdoperoxydase a cause de la couleur verte de ses extraits (Klebanoff, 2005). Elle a été, par la
suite, localisée également dans les monocytes (~1% des protéines totales) et dans une population
de macrophages tissulaires (Nauseef, 2010). Dans les PN, la MPO est synthétisée sous forme d'un
précurseur lors de la différenciation myéloide dans la moelle osseuse, et est stockée dans les
granules azurophiles avant que les PN ne rejoignent la circulation (Lau et Baldus, 2006). Lors de
I'activation et de la dégranulation des PN, la MPO est libérée dans les vacuoles phagocytaires

ainsi que dans I'espace extracellulaire.

b. Activité MPO

La MPO est une oxydoréductase (EC 1.11.1.7) dotée de deux activités principales ; une
activité peroxydase et une activité d’halogénation (notamment la chloration) qui aboutissent a la
formation d’oxydants et des produits radicalaires. La MPO utilise le peroxyde d'hydrogene
(H20,) et catalyse I'oxydation bi-électronique des ions CI” pour former l'acide hypochloreux
(HOCI) dans un systeme appelé « H,0,-MPO-HOCL-halide system »; elle peut aussi utiliser les
ions bromures ou iodures pour former les acides hypohalogénés correspondants (Arnhold et
Flemmig, 2010). Depuis peu, on admet que son activité de chloration produit des especes

intermédiaires hautement réactives comme le Cl, ou le chlore a I'état natif ("Cl), conduisant a la
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formation de dérivés chlorés comme la chlorotyrosine (Sertayn et coll., 2003). De plus, un grand
nombre de substrats différents peuvent étre oxydés par la MPO en formant des produits
radicalaires. Ces substrats comprennent la tyrosine, le tryptophane, sulfhydryles, le phénol et les

dérivés d'indole, I’oxyde nitrique et le nitrite (Tableau 3) (Arnhold et Flemmig, 2010).

Tableau 3. Substrats et produits de la MPO (Adapté a partir deArnhold et Flemmig, 2010)

(

Oxydation a deux électrons

Chlorure HOCI
Bromure HOBr
Thiocyanate ‘OCSN, OCN
Oxydation a un électron
Oxyde Nitrique NO, NOy
Nitrite NO,
Tyrosine Radical Tyrosyl, Dityrosine
Phénols Radicaux, Dimeres, Oligoméeres

c. Réle de la MPO et de ses produits

Le role et I’importance de la MPO dans la réponse immunitaires du PN sont trés souvent
discutés. L'absence de complications infectieuses potentiellement mortelles chez certaines
personnes présentant un déficit de la MPO est souvent avancée comme preuve que le systéeme de
la MPO est accessoire plutot qu’essentielle pour ’activité antimicrobienne des PN. Cependant,
cet argument ne tient pas compte des observations chez I’homme et des souris KO qui
démontrent que la réponse antimicrobienne des cellules déficientes en MPO est beaucoup moins
efficace que celle des PN normaux (Klebanoff, 2005 ; Nauseef, 2010). Ainsi, l'importance
biologique de la MPO est bien illustrée chez des souris «knock-out» qui montrent une
augmentation des infections par klebsiella et candida, et une mortalité accrue suite aux infections
(Arataniet coll., 2004). Effectivement, la MPO est responsable de la production d’oxydants les
plus puissants et les plus toxiques, a savoir le HOCI et les dérivés chlorés, qui participent
efficacement a la lutte antimicrobienne au cours des infections (Lau et Baldus, 2006 ; Arnhold et
Flemmig, 2010 ; Nauseef, 2010). La MPO est active sur une grande variété de microorganismes
qu'elle attaque par oxydation en différents points et de différentes maniéres (virus, bactéries,
fungi, protozoaires). Son activité bactéricide comprend une étape de fixation sur la membrane
bactérienne en de nombreux points ou existent des structures polysaccharidiques résistantes aux
protéases et hydrolases. Cette liaison permet a la MPO une attaque extracellulaire des
microorganismes trop volumineux pour étre phagocytés (parasites et fungi). En contact avec les
microorganismes, elle produit le HOCI et d'autres espéces capables de chloration et de nitration et
qui attaquent une large gamme de molécules: les hemes, les groupes aminés, les centres Fe-S, les
groupes SH, les lipides insaturés et les bases nucléiques. Avec les lipides membranaires, le HOCI

forme des amines chlorées et des chlorhydrines et perturbe la perméabilité. En oxydant les
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structures héminiques, il altere de nombreuses fonctions enzymatiques, notamment celles de la
chaine respiratoire entrainant la mort bactérienne (Sertayn et coll., 2003).

De nombreuses études ont montré un role de la MPO et de ses intermédiaires dans les
événements inflammatoires indépendamment de son réle dans la défense antimicrobienne
(Nussbaum et coll., 2013). Les données confirment ainsi I'implication de la MPO dans la
modulation des réponses des PN. Ainsi, la MPO peut moduler I’activité des protéines co-libérées
dans le phagosomes ou dans le milieu extracellulaire, soit en les activant ou en les réprimant. Par
exemple, une plus grande activité de I'élastase, qui est également stockée dans les granules
azurophiles, est détectée dans le surnageant des PN provenant de souris « knock-out » pour la
MPO. Le HOCI produit par la MPO inactivent 1’¢lastase et d'autres enzymes telles que la
cathepsine G, la protéinase-3 ou MMP-9 (Arnhold et Flemmig, 2010). D’autres données
suggerent que le systeme H,O0,-MPO-HOCI peut également contribuer a la modulation de
l'activité de la NADPH oxydase dans les PMN stimulés. Ainsi, le systeme H,O,-MPO-HOCI
modifie de maniére irréversible des sites sur le flavocytochrome b558, changeant ainsi les sites de
conformation et/ou de liaison critiques pour I'assemblage de la NOX2 ; ou la modification de
p47°"* p67°" ou Rac2 pour les libérer du complexe oxydase (Nauseef, 2001). De plus, il a été
montré que le systeme H,0,-MPO-halogenes induit I'apoptose via différentes voies. Le NH,ClI,
comme effecteur en aval de la chloration par le HOCI, exercent des effets pro-apoptotiques dans
les PN et les cellules Jurkat par I'activation de c-Jun kinase N-terminale (JNK) et I'inhibition du
facteur de transcription NFkB. Le HOCI pourrait aussi induire I’activation des caspases, alors que
le HOSCN pourrait induire I'apoptose in vitro et s’est révélée plus efficace que le HOCI ou l'acide
hypobromeux (HOBr) (Nussbaum et coll., 2013). Malgré que les mécanismes ne soient pas
encore bien élucidés, il parait que la MPO intervient dans la modulation des activités des PN et
participe ainsi a la résolution de I’inflammation et a la protection des tissus environnant le foyer
inflammatoire (Arnhold et Flemmig, 2010).Cependant, la MPO via ses produits hautement
toxiques pourrait intervenir et contribuer & certaines pathologies, notamment vasculaires et

cardiovasculaires (Nussbaum et coll., 2013).
1.2.4.Explosion oxydative du neutrophile

L’explosion oxydative est 1’un des plus importants événements au cours de l'activation du
PN. Elle se caractérise par une augmentation rapide de la consommation de I'oxygene du milieu
environnant par le PN et une production concomitante de quantités énormes d'anion superoxyde
(0,)), qui représente le premier précurseur d'autres dérivés de I'O, regroupés sous le terme de
formes réactives de l'oxygéne (FRO) (Reactive Oxygen Species, ROS) (Roos, 1991; Babior,

2004). L’importance biologique de 1’explosion oxydative dans 1’élimination dans la défense anti-
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infectieuse, est malheureusement illustrée par une pathologie génétique grave parfois mortelle, la
Granulomatose septique chronique (Chronic Granulomatous Disease, CGD) caractérisée par une
susceptibilité accrue des patients aux infections, et qui résulte de mutations affectant les
composants de la NADPH oxydase et entrainant une production de FRO insuffisante voire nulle
(Nauseef et coll., 1990; Hampton et coll., 1998; Quinn et Gauss, 2004).

Les NADPH oxydases constituent une famille d’oxydases qui comporte a ce jour 7
membres répartis en 2 groupes, les NOX (NOX1 a NOX5) et les DUOX (DUOX1 et
DUOX2).Toutes ces NOX sont des protéines transmembranaires qui utilisent des électrons de la
NADPH cytosolique via le FAD (Flavine Adenine Dinucleotide) et les transportent via ses hémes
pour réduire I’oxygene soit de maniére monovalente formant ainsi 1’anion superoxyde (NOX1-5)
ou bivalente pour former le peroxyde d’hydrogéne (DUOX1/2).Cependant, le PN humain
exprime un seul type de NOX, c’est la NOX2 qui a été le plus étudié a ce jour (Bedard et Krause,
2007).

1.2.4 1. La NADPH oxydase du neutrophile

La NADPH oxydase 2 (NOX2) est exprimée dans différents phagocytes (PN,
éosinophiles et monocytes/macrophages) et méme que dans des cellules non phagocytaires, telles
que les cellules endothéliales (Roos, 1991) ou le foie. Dans les PN sanguins, I’activité NOX2
n’est pas détectable dans les conditions de mesures habituelles, indiquant que la NOX2 est
« inactive ». Son activité nécessite une stimulation des PN qui provogue une modification de ses
partenaires notamment cytosoliques et leur assemblage a la membrane plasmique.

La NOX2 catalyse alors la production d'OQ_O par réduction monoélectronique de 'Oy, en

utilisant comme donneur d'électron le NADPH suivant la réaction :

NADPH + 202 > NADP+ + H* + 202°

L’anion superoxyde étant treés instable va générer d’autres formes réactives de 1’oxygene
(FRO) qui seront détaillés, ainsi que leurs effets bactéricides, dans le § 1.2.4.2 Génération des
FRO et coopération NOX2-MPO.

a. Organisation de la NOX2

De point de vue structurale, la NOX2 est un complexe constitué dau moins six
composants majeurs dont certains de localisation cytosolique s’associent aux partenaires de la
membrane plasmique pour former un complexe actif. La NOX2 des PN est constituée d'une
flavohémoprotéine (Cytochrome bssg) présente dans la membrane plasmique et celle des granules

spécifiques et tertiaires, et qui joue le réle du centre redox (El Benna et coll., 1997; Babior,
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1999). Le cytochrome bssg est une protéine héterodimeérique constituée de 2 sous-unités, une
sous-unité glycosylée de 91 kDa appelée la gp91°" et une autre plus petite non glycosylée de 22
kDa, la p22°" qui s'associe & la gp91P"™ de facon non covalente et assure sa stabilité au niveau
de la membrane (Sumimoto et coll., 1996; Regier et coll., 2000). Le cytochrome bssg comporte
deux hemes et deux sites pour le FAD et pour le NADPH, possedant ainsi toute la machinerie
requise pour le transfert d'électrons du NADPH a I'0O, (Regier et coll., 2000; Quinn et Gauss,
2004). La membrane plasmique lie également, une petite GTPase de la famille des Ras, la Rap-
1A qui s’associe au cytochrome bssg (Schéma 6) (Quinn et Gauss, 2004 ; Sheppard et coll.,
2005).

Les composants cytosoliques de la NADPH oxydase sont des protéines solubles d'un
poids moléculaire de 40, 47 et 67 kDa appelées p40°"™, p47°P"* et p67""**, respectivement (Clark,
1999). Dans le PN quiescent, ces trois protéines forment un complexe multimérique de taux
équimolaires (1:1:1) de p40P™, p47°"* et p67°"*™ (Babior, 1999). Ce complexe est stabilisé, en
partie, par des interactions au niveau des domaines SH3 qui sont renforcées par des interactions
additionnelles entre le domaine C-terminal riche en proline de la p47""* et le domaine C-terminal
SH3 de la p67°"™(Babior, 2004 ; Quinn et Gauss, 2004).En plus des trois protéines cytosoliques,
un quatriéme facteur s’ajoute, la protéine Rac qui est une petite GTPase de la sous-famille des
Rho liée au GDP a I'état inactif (Bokoch et Diebold, 2002; Li et coll., 2002 ; Babior, 2004).

b. Assemblage et Activation de la NOX2

L’activation de la NOX2 nécessite une modification structurale des composants
cytosoliques, leur translocation et assemblage au niveau de la membrane plasmique (Dang et
coll., 1999). Ainsi dans les PN stimulés, les composants cytosoliques (p40°", p47°"* p67°" et
Rac) migrent vers la membrane plasmique, ou ils s'associent au flavocytochrome bssg (Sheppard
et coll.,, 2005). La translocation et l'assemblage de la NADPH oxydase nécessite la
phosphorylation des différents composants, aussi bien cytosoliques que membranaires, du
complexe multimérique (Sumimoto et coll., 1996). Au cours de la stimulation du PN par des
agents pro-inflammatoires, une cascade de signalisation prend place au niveau de la membrane
plasmique et dans le cytosol, et aboutit a la phosphorylation de nombreux sites disponibles sur les
effecteurs cytosoliques de la NADPH oxydase (Sumimoto et coll., 1996; Clark, 1999, Belambri
et coll., 2012). Ainsi, La phosphorylation de la p47°" et de la p67°"™ induit un changement
conformationnel de ces sous-unités et entraine leur translocation vers la membrane plasmique ou
elles s’associent avec les composants du cytochrome bssg (gp91°" et p22P"™) phosphorylés a leur

tour aussi (Quinn et Gauss, 2004 ; Sheppard et coll., 2005).
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Schéman6. Organisation structurale de la NADPH oxydase. La NADPH oxydase est un complexe enzymatique
multiprotéique dont les composants sont répartis entre la membrane plasmique (gp91P"*, p22°"™) et le
cytosol (p47°"% p67°"% p40P"™ et la petite GTPase Rac). H : centre héme (Adapté a partir de Quinn et
Gauss, 2004).

La translocation de p47°" est indispensable pour la translocation de la p67°" vers la
membrane. Ces deux protéines subissent des phosphorylations au niveau des résidus séryl,
thréonyl et tyrosyl (El Benna et coll., 1997, Belambri et coll., 2012), alors que la p40°"* parait
réguler négativement I'activation du complexe oxydase (Quinn et Gauss, 2004). La
phosphorylation des sous unités cytoplasmiques p47°", p67°"™ et la présence du cytochrome
bsss (site d'ancrage pour les composants cytosoliques) a la membrane plasmique sont des
évenements indispensables dans le processus de translocation et d'activation de la NADPH
oxydase (Babior, 1999). Cependant, les petites GTPases Rac (1/2) et Rap 1A paraissent jouer le
role de protéines adaptatrices qui facilitent I’association des composants cytosoliques et ceux
membranaires de la NADPH oxydase (Quinn et Gauss, 2004).

La NADPH oxydase ainsi activée catalyse le transfert d’un seul électron, dans une
premiére etape du NADPH vers le FAD, puis dans une deuxieme étape du FAD vers les noyaux
hémes et finalement vers 1’oxygéne moléculaire pour générer I’anion superoxyde précurseur des

autres especes réactives de I’oxygene (Clark, 1999 ; Quinn et Gauss, 2004).
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1.2.4.2. Génération des FRO et coopération NOX2-MPO

L'anion superoxyde généré par la NOX2 subit une réaction spontanée de dismutation en
milieu protoné, ce qui entraine la génération du peroxyde d’hydrogene (H,0,) (Hampton et coll.,
1998).Ce dernier peut réagir avec 10O, pour former le radical hydroxyle (OH’) et le singulet
d’oxygéne (*O,). La réaction de dismutation est relativement lente, sauf quand elle est catalysée
par le fer (Martinez-Cayuela, 1995). In vitro, les chélateurs de fer de faible poids moléculaire tel
que I'ADP-Fe** permettent d’accélérer cette réaction (Grisham et Ganger, 1988), alors que la
lactoferrine inhibe cette réaction par captation du fer (Hampton et coll., 1998).Le radical
hydroxyle peut étre ¢galement formé par interaction de 1’0, ° avec ’acide hypochlorique (HOCI)
ou I’oxyde nitrique (NO) Les deux réactions précédentes ne nécessitent pas de métal de
transition. L’acide hypochlorique et 1’oxyde nitrique sont produits par I’action de la MPO et de la
nitrique oxyde synthase, respectivement.

La MPO utilise le H,O, formé durant I’explosion oxydative pour produire de grandes
quantités d’acide hypochlorique(HOCI) dans le systeme H,0,-MPO-Halogene (Schéma?)
(Klebanoff, 2005).

MPO
H,0, + CI- HOCI + OH™

L’acide hypochloreux ainsi généré réagit rapidement avec les groupements amines pour
donner les dérivés chloramines (R-NHCI) qui sont des oxydants treés puissants. D'autre part,
I'HOCI en réagissant avec I'H,0,, produit l'oxygéne singlet (*O,) (Hampton et coll., 1998; Droge,
2003). La présence de I’oxyde nitrique dans le milieu peut conduire a la génération des especes
réactives d’azote qui sont tres dangereuses et déléteres pour les tissus (Hampton et coll., 1998).

Les effets toxiques des FRO peuvent étre limités a I'élimination des agents étrangers
lorsque que ceux sont confinés dans les phagosomes. Cependant, lorsque la production de FRO
est excessive et inappropriée, les FRO peuvent entrainer des dommages tissulaires importants. En
effet, la haute réactivité des FRO leur permet d'interagir avec toute sorte de molécules
organiques : lipides, protéines, glucides et méme avec les acides nucléiques. Ceci entraine des
Iésions biochimiques, cellulaires et tissulaires aggravantes dans plusieurs pathologies
inflammatoires telles que la polyarthrite rhumatoide et I’emphyséme pulmonaire (Martinez-

Cayuela, 1995).
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Schéma 7. Les différentes espéces réactives antimicrobiennes produites par le systtme MPO-H,0,. NO2 :
Dioxyde d’azote; OCI" : Hypochlorite; OH": Radical hydroxyle (Klebanoff, 2005)

1.2.5.Neutrophil Extracellular Traps (NET)

Un autre processus de lutte antimicrobienne mis en ceuvre par le PN a récemment été
décrit, 1’émission des NET (Neutrophil Extracellulaire Traps). Cette nouvelle fonction du PN
(dite aussi NETosis ou NETose) a été decrite pour la premiere fois par Brinkmann et coll. (2004),
il s’agit de la libération de structures fibreuses sous forme de réseaux dont les constituants
principaux sont ’ADN et certaines protéines des granules intracellulaires du PN, notamment
I’¢élastase et la MPO (Ko6ckritz-Blickwede et Nizet, 2009). Les NET ont été initialement décrits
comme étant une forme unique de mort cellulaire alternative a I’apoptose et a la nécrose, et qui
est caractérisée par la perte des membranes intracellulaires avant que 1’intégrit¢ de la membrane
plasmique ne soit compromise (Brinkmann et Zychlinsky, 2012). Cependant, des travaux plus
récents indiquent que les NET ont été également observés avec des cellules vivantes. Les NET
jouent le réle de pieges pour les microorganismes envahisseurs (Schéma 8). lls permettent a la
fois la localisation, le piégeage et I’immobilisation des agents pathogenes au sein d'un maillage
collant de chromatine et 1’exposition de ces agents a des concentrations trés élevées de peptides
antimicrobiens et des enzymes piegés également dans la chromatine (Mayadas et coll., 2014).
Différents stimuli peuvent conduire a la NETose du PN et a la libération des NET, tels que les
microorganismes, les LPS et 1’acide lipotéicoique, les plaquettes activées, les cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-8), les peptides bactériens comme le fMLP ainsi que le PMA, un
activateur pharmacologique direct des PKC (Cui et coll.,, 2012, Kaplan et Radic, 2012). La
production des NET semble nécessiter la présence des ROS tel qu’il a été montré avec les PN des
patients CGD qui étaient incapables de former des NET en réponse a des stimuli appropriés, alors

que cette capacité est rétablie en exposant ces PN au H,0, (Brinkmann et Zychlinsky, 2012).
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Schéma 8. Neutrophil Extracellular Traps (NET). (A) Photographie au microscope électronique de Salmonelles
piégées dans les NET de PN humains (Binkmann et Zychlinsky, 2012). (B) Modéle proposé pour le
mécanisme de formation des NET aprés activation du PN par contact avec le pathogene ou avec
différents stimuli (Mantovani et coll., 2011)

1.2.6. Production de cytokines

En plus de leurs activités de défense, il a été montré que les PN sont capables d’exprimer
et/ou de produire, spontanément ou aprés stimulation appropriée, de nombreuses cytokines,
chimiokines et des facteurs pro-inflammatoires (Mantovani et coll., 2011). De nombreuses études
récentes ont montré que la phagocytose des bactéries déclenche 1’expression des geénes de PN
codant pour de nombreux agents immunomodulateurs, y compris I'lL-1a, IL-1p, IL-1¢, I'lL-1RN,
I'lL-6, 1L-8, IL-10, IL-12f IL-15, IL-18, CCL2 (MIPla) CCL3 (MIP1B), CXCL1 (GROa),
CXCL2 (MIP2a), CXCL3 (MIP2B), CXCLI12 (SDF1), CCL20 (MIP3a), le facteur de nécrose
tumorale (TNF-a), le facteur de croissance des cellules endothéliales vasculaires et I'oncostatine
M (Tableau 4).Outre leurs effets dans le recrutement d’un grand nombre de PN et de la
modulation de leurs fonctions, ces molécules potentiellement coordonneraient les réponses
précoces des monocytes, des macrophages, des cellules dendritiques et des lymphocytes au cours
des réponses inflammatoires. Fait important, la production de cytokines et de chimiokines par les
PN sert de premier lien entre les réponses immunitaires innées et acquises (Kobayashi et coll.,
2005 ; Amulic et coll., 2012).
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Tableau 4. Cytokines secrétées par le neutrophile humain (adapté de Tecchio et coll., 2014)

Classe de cytokines Types de cytokines
Cytokines anti-inflammatoires IL-1ra, IL-4, TGFB1, TGFp2
Cytokines pro-inflammatoires :\I/I_I-llza, IL-1B, IL-6, IL-7, IL-9, IL-16, IL-17, IL-18,
Cytokines immunorégulateurs IFNo, IFN-B, IFNy, IL-12, IL-21, IL-23, IL-27, TSLP
S CCL2, CCL3, CCL4, CC17, CCL18, CCL19, CCL20,
CC Chimiokines CCL22
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCLS6,
CXC Chimiokines CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12,
CXCL13

TNFa, Fas-L, CD30-L, TRAIL, LIGHT,
Lypmphotoxine B, APRIL, BAFF, CD40-L, RANKL
VEGF, BV8, HBEGF, FGF2, TGFa, HGF,
Angiopoietine 1

Colony-Stimulating Factors G-CSF, GM-CSF, IL-3, SCF

NGF, BDNF, NT4, PBEF, Amphireguline, Midkine,
Oncostatine, activine A, Endothéline

Super-famille des TNF

Facteurs angiogéniques et fibrogéniques

Autres cytokines

1.2.7. Apoptose des neutrophiles et résolution de I’inflammation

La résolution de I’inflammation est une phase importante pour limiter les dégats et réparer
les endommagements tissulaires causés par les PN au cours des réponses inflammatoires. La
plupart de ces réponses s’autolimitent et se résolvent spontanément grace a un programme interne
hautement intégré qui arréte 1’inflammation et limite les destructions des tissus de I’hote. Ceci
implique I’élimination de I’agent agresseur, le passage des médiateurs pro-inflammatoires aux
médiateurs anti-inflammatoires, la régression du recrutement des leucocytes vers le site
inflammatoire, leur apoptose et leur élimination par les macrophages ainsi que la réparation
tissulaire (Kantari et coll., 2008). L’arrét du recrutement des PN au sein du tissu enflammé ainsi
que I’¢limination des PN émigrants au niveau du site inflammatoire constituent un des
événements déterminants dans la résolution de I'inflammation. Une fois I’agent causal de
I’inflammation éliminé, les PN sont éliminés par voie de nécrose, apoptose, NETose (Brinkmann
et Zychlinsky, 2012) ou encore autophagie (Remijsen et coll., 2011).

Outre leur insensibilité aux agonistes et leur arrét de production des médiateurs
inflammatoires, les PN apoptotiques peuvent également séquestrer les cytokines pro-
inflammatoires (Ren et coll., 2008). La phagocytose des PN par les macrophages induit aussi la
polarisation de ces derniers de la forme pro-inflammatoire (M1) a la forme pro-résolutive (M2)
(El Kebir et Filep, 2013). Les macrophages M2 sécrétent des médiateurs comme 1’1L-10, 1’TL-13
et le TGF-B (Transforming Growth Factor- B) qui induisent ’arrét de I’inflammation et la
réparation tissulaire (Kantari et coll., 2008 ; El Kebir et Filep, 2013). De plus, un changement du
métabolisme lipidique permet de passer de la production de médiateurs pro-inflammatoires

comme les prostaglandines E2 (PGE2) et les leucotrienes a celui des lipoxines, médiateurs
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lipidiques anti-inflammatoires retardant le recrutement des PN au niveau du site inflammatoire
par inhibition de leur adhésion et leur transmigration a travers 1’endothélium vasculaire, tout
comme les protéctines et les résolvines, mediateurs lipidiques dérivant des acide gras
polyinsaturés -3 qui induisent en plus I’apoptose des PN. En effet, I’apoptose du PN est un point
critique pour la réussite de la résolution de I’inflammation. Elle est hautement régulée par un
processus qui fait intervenir des facteurs de mort cellulaire comme le ligand de Fas (Fas-L), le
TNF-a, les caspases, la famille des Bcl-2 (B-cell leukemia protein-2), les FRO, les calpaines ainsi
que le pathogene. Lorsque les PN entrent en apoptose, leurs fonctions sont négativement
régulées. lls perdent notamment leur capacité a synthétiser les chimiokines, a répondre aux
peptides chimioattractants, a phagocyter ainsi qu’a développer 1’explosion oxydative et la
dégranulation. La membrane des PN apoptotiques est aussi altérée avec la désensibilisation des
différents récepteurs tout comme 1’intégrité du cytosquelette (Kantari et coll., 2008). La balance
entre la mort et la survie des PN doit étre donc finement régulée vue qu’une prolongation de la
durée de vie des PN ou une accélération de leur mort est impliquée dans plusieurs pathologies
inflammatoires et immunitaires (Ottonello et coll., 2002).

1.3. Transduction du signal au cours de la stimulation du neutrophile

Afin de pouvoir répondre efficacement aux agressions de type microbien et
inflammatoire, les PN développent de puissants réseaux d’information intracellulaire qui leur
permettent rapidement d’activer le systéeme moteur de leurs différentes activités de défense. Les
PN percoivent la présence d’agents pathogenes ou leurs molécules dérivées ou d’autres types de
signaux via de nombreux récepteurs présents a la surface ou a I’intérieur des PN (Ben-Baruch et
coll., 1995; Ali et coll., 1999). L’interaction du récepteur membranaire avec leurs ligands
spécifiques (premiers messagers) constitue 1’étape de reconnaissance du signal qui sera transduit
par le récepteur pour induire en cascade d’autres signaux amplificateurs (seconds messagers) au
niveau membranaire et intracellulaire aboutissant aux systémes moteurs fonctionnels. De
nombreuses seconds messagers et enzymes ubiquitaires sont impliqués dans les fonctions des
PN, notamment les protéines G trimériques, le calcium (Ca**), la PKC, la PI3-kinase, les tyrosine
kinases, des petites protéines G et les MAP kinases (Bokoch, 1995 ; Kogutet coll., 2001).

Les enjeux majeurs de la signalisation dans les PN visent a identifier les signaux
biochimiques impliqués dans les différentes activités de défense, leur contribution fonctionnelle
respective, leur sensibilité aux atteintes pathologiques et pharmacologiques, et la possibilité de
les manipuler en vue de corriger les réponses inappropriees des PN pathologiques dans une

perspective thérapeutique.
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1.3.1. Les récepteurs membranaires liés aux fonctions bactéricides du neutrophile

Les PN expriment un grand nombre de récepteurs de surface impliqués dans la
reconnaissance d’agents pathogénes et inflammatoires, et qui initient les mécanismes d’activation
fonctionnelle des PN. Ceux-ci incluent les récepteurs de chimiokines et d’autres chimioattractants
couplés a la protéine G, des récepteurs du fragment Fc, des récepteurs d'adhésion telles que les
sélectines/L-sélectines et les intégrines, divers récepteurs de cytokines ; ainsi que des récepteurs
de lI'immunité innée tels que les récepteurs de type Toll (Toll-Like Receptors, TLR) (Futosi et
coll., 2013). Ces différents récepteurs déclenchent diverses voies de signalisation qui différent par
leur intensité, leur durée, la nature des effecteurs internes impliqués méme si la plupart d’entre
elles sont communes a toutes les cellules comme des protéines G hétérotrimériques et
monomériques, les signaux calciques (Ca®"), des protéine et des lipide kinases, des protéines
adaptatrices et cytosquelettiques. Un grand nombre de ces récepteurs sont a 7 segments
transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG), aux tyrosine Kinases ou encore aux adényl
et guanilyl cyclases (Bokoch, 1995, Naccache, 2013) sont particulierement intéressantes car ils
sont capables d’induire a la fois des activités de défense biochimiquement trés différente comme
la migration, la dégranulation, I’explosion oxydative et la production de cytokines. Le fPR est le
chef de file des récepteurs des PN (Boulay, 1990). 1l reste le plus étudié a ce jour et ’'un des plus
puissants au point de vue fonctionnel. Il fera I’objet d’une étude bibliographique plus au moins

approfondie d’autant que c¢’est notre mod¢le d’étude choisi pour le projet expérimental.
1.3.1.1. Les récepteurs couplés aux protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) constituent la plus vaste famille génique
du génome des vertébrés (>1%) dont plus de 600 membres ont été répertoriés chez I'homme. La
caractéristique commune de ces récepteurs est qu’ils traversent sept fois la membrane plasmique
et forment ainsi trois boucles extracellulaires, trois boucles intracellulaires et une queue C-
terminale cytoplasmique. Les PN expriment un grand nombre de RCPG parmi lesquels des
récepteurs des peptides N-formylés (formyl-peptide receptor, fPR) qui détectent les produits issus
de bactéries et mitochondriaux suite aux lésions tissulaires Ces récepteurs régulent non seulement
des parametres de deplacement cellulaire, mais aussi d’autres activites de défense rapide des
phagocytes comme la dégranulation, la production de FRO et la synthése de protéines. Le plus
étudié de ces RCPG dans le PN est le fPR identifié en 1990 (Boulay et coll., 1990) mais dont le
ligand, les peptides bactériens étaient déja utilisés une dizaine d’année auparavant, et depuis de
nombreux ligands de ce récepteur ont été identifiés. Les mécanismes qui sous-tendent

spécifiqguement ces différentes activités du PN restent plus au moins non élucidés. Cependant,
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quelques parametres ont été proposes concernant a la fois la concentration des stimulants et les
étapes de la cascade de signalisation conduisant a la stimulation des différents systemes moteurs.
Compte tenu de I’importance du fPR dans I’acquisition des connaissances que nous avons des
différentes activités fonctionnelles et transductionnelles du PN d’une part, et comme 1’un des plus

puissants RCPG du PN, la signalisation de ce récepteur sera traitée de maniére détaillée ci-apres.
a. Les récepteurs des peptides formylés (fPR)

Les récepteurs des peptides formylés (fPR) sont une famille exceptionnelle des RCPG qui
fonctionnent comme des récepteurs chimiotactiques et dans d’autres réponses immunitaires
innées, avec un spectre d'agonistes exceptionnellement large (Bufe et coll., 2015). Le fPR est
composé d’une seule chaine de 350 acides aminés organisée en une structure a 7 domaines
transmembranaires, avec trois boucles extracellulaires et intracellulaires, une queue N-terminale
extracellulaire et une queue C-terminale intracellulaire (Schéma 9). Le fPR est couplé a une
protéine G de type Gi et regroupe une famille de 3 récepteurs homologues qui jouent tous un role
dans la défense contre les pathogénes: fPR1 (FPR), fPR2 (FPRL1) qui est une protéine de 351
acide aminés et présente 69% d’homologie avec le fPR1 et fPR3 (FPRL2) qui ne partage que
56% d’homologie avec fPR1.Seuls le fPR1 et fPR2 sont exprimés dans le PN humain. fPR1 et
fPR2 sont stockés non seulement sur la membrane plasmique, mais également sur celles des

granules mobilisables et des vésicules sécrétoires (Dahlgrenet coll., 2016).
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Schéma 9. Structure primaire et 3D prédictive du formyl-peptide-receptor fPR1
(Adapté a partir de http://atlasgeneticsoncology.org par Rolas, 2015).
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Au niveau fonctionnel, la queue N-terminal et les boucles extracellulaires du fPR sont
impliquées dans la reconnaissance et la fixation du tripeptide bactérien formyl-méthéonyl-leucyl-
phénylalanine (fMLP) qui s’intercale dans 1’espace formé par les 7 transmembranes, alors que la
partie intracellulaire du fPR est fortement impliquée dans la transduction du signal consécutive a
la liaison du récepteur avec son agoniste (Radel et coll., 1994). La queue C-terminale et la 2e
boucle intracellulaire sont fortement impliquées dans la liaison du récepteur avec la protéine G
trimerique (Schreiber et coll., 1994 ; Miettinen et coll., 1999).

Le tripeptide bactérien fMLP est 1’agoniste-type de la famille des ligands du fPR. Le
fMLP est un agent chimiotactique et activateur puissant pour les phagocytes, et il est également
généralement adoptée comme modeéle de référence pour évaluer l'activité des analogues
nouvellement synthétisés. En plus des peptides N-formylés, plusieurs différents agonistes du FPR
ont été identifiés, y compris des peptides non formylés dérivant de I'héte, des agonistes
peptidiques et des agonistes non peptidiques (Dahlgren et coll., 2016).

De nombreuses voies de signalisation intracellulaire sont déclenchées par I’engagement
du fPR (Schéma 10). Suite a I’interaction du fPR avec le fMLP, une cascade d’événements de
signalisation se déclenche dans le PN. Les voies induites par le fMLP impliquent 1’activation de
la protéine Gi, des phospholipase, des phospholipide kinase (PI3K) ainsi que de nombreuses
protéine kinase (AKT, mTOR, MAPK ...etc).
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Schéma 10. Principales voies de signalisation déclenchées par le récepteur fPR dans les neutrophiles
humains (Rolas, 2015).
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1.3.1.2. Les “Toll-like Receptors” (TLR)

Les récepteurs de type Toll (Toll-like receptor, TLR) sont les récepteurs les plus connus
de 'immunité innée, et sont exprimés pour certains sur la surface cellulaire et pour d’autres dans
des compartiments endosomaux intracellulaires (Prince et coll., 2011). A I’heure actuelle 11 TLR
ont été identifiés chez I’homme, largement exprimés dans les macrophages, les PN, les DC, les
cellules NK, les lymphocytes ainsi que dans les cellules épithéliales et endothéliales. Le PN
humain exprime tous les TLR connus a I'exception de TLR3, et probablement le TLR7 qui est
encore un sujet de débat (Janke et coll., 2009 ; Futosi et coll., 2013).

Les TLR sont des glycoprotéines transmembranaires de type I, organisés en trois
domaines : un domaine N-terminal extracellulaire qui permet la reconnaissance du ligand, un
domaine transmembranaire, et un domaine C-terminal intracellulaire chargé de la transduction
du signal a DPintérieur de la cellule (Medvedev, 2013). L’expression des TLR dans deux
compartiments, la membrane plasmique et celle des endosomes intracellulaires, est fonction des
ligands qu’ils reconnaissent et la cellule dans laquelle ils sont exprimés. Ainsi, les TLR exprimés
a la surface de cellules (TLR1, 2, 4, 5 et 6) détectent les lipides, les protéines et les
polysaccharides des pathogenes, alors que les TLR endosomaux (TLR3, 7, 8 et 9) détectent des
acides nucléiques microbiens (Schéma 11) (Medvedev, 2013). Cependant, il faut noter que le
TLR4 fait ’exception de cette famille de récepteur, car son expression est a la fois membranaire

et endosomale (Bell, 2008 ; Kagan et coll., 2008).

LPE, Taxol
Fusion (F) protein of respiratory syncytial virus

TLR 4 Extra domain A of fibronectin, HSP80, HSPT0, Hyaluronan

Zymosan [ G| —* Nterminus Lipoproteins
P_epudnglycans Ectodomain zé._j'j LRR :“1_(——-—:
Llpoprotems — TLR5 =—
= < :
o] Flagellins
TLR 2 h)Juxmmembrane‘ cx
;: ;; o _p Transmernbrane regnon —
= g
D:acyiated Ilpopepnde Tt Box 1
-~ Cytaplasmic TIR domain
o domain :" Box 2
TIR1 == 7 pucy
= I S Box 3
| | |—_—
\? ssRNAjﬂnlqmmocl sSRNA/Imiquimod |
==
Plasma == TLR& G&;;’
membrane, TLR? f—':i—?_“
I.'l \ r?'/"ﬁ
|
! T e A
Cytaplasm P, U s
dsRNA virus P\) /ﬁ
/ =
TLR3 (/f’ y =
N o Qi
Vo Jl.r';f 8
\ Q’.R_ _t.

~._  Endosomes

Schéma 11. Les récepteurs Toll-like (TLR) et leurs ligands. LRR : leucine rich repeats; TIR: Toll IL-1R-
resistance (Krichnan et coll., 2007)

33



Les TLR reconnaissent et interagissent avec une variété de ligands exogénes (PAMP) et
endogénes (DAMP). Les PAMP sont sous forme de protéines, de lipides, de sucres ou encore des
acides nucléiques (Schéma 11) (Akira et coll., 2006). Les ligands endogenes (DAMP)
correspondent a des fragments de molécules de la matrice extracellulaire, a des protéines de choc
thermique ou des peptides antimicrobiens pouvant stimuler les TLR de surface (Prince et coll.,
2011). L’interaction d’un agoniste avec son TLR initie une homo- (TLR4-TLR4) ou une
hétérodimérisation (TLR1-TLR2 ou TLR6-TLR2) qui met les domaines TIR intracellulaires a
proximité, ce qui permet ainsi le recrutement de protéine kinases et les adaptateurs nécessaires
pour la transduction du signal (Medvedev, 2013). La principale voie de transduction du signal des
TLR est médiée par le recrutement de I'adaptateur MyD88 (Myeloid Differentiation primary
response protein 88). Le MyD88 recrute a son tour les kinases de la famille IRAK (IL-1 Receptor
Associated kinases), principalement IRAK4, conduisant ainsi a l'activation de la voie NF-kb par
I'intermédiaire IKK, ainsi que les voies JNK et p38-MAPK via les protéines MKK (Futosi et
coll.,, 2013). Une deuxieme voie de signalisation, indépendante de MyD88, fait intervenir le
TRIF (TIR domain-containing adapter-inducing IFN-b) (Medvedev, 2013) qui meéne a
I'activation des voies aboutissent finalement a la translocation nucléaire d'un ou plusieurs facteurs
de transcription (principalement du facteur nucléaire NF-kb, les MAP kinases, et les facteurs de
régulation de I'interféron (Prince et coll., 2013).

Il est bien démontré que 1’activation des TLR dans le PN conduit a I’induction des
fonctions de défense de celui-ci. Les TLR sont capables d’induire 1’activation des voies MAPK
dans les PN, la production de cytokines, de formes réactives de I'oxygéne (FRO), le « priming »,
le clivage de L-Selectine, I’expression du CD11b, l'expression des récepteurs et la phagocytose
(Sabroe et coll., 2003 ; Prince et coll., 2011). Les TLR ont fait ’objet de nombreux travaux y
compris dans notre laboratoire, notamment sur les TLR7 et les TLR8 (Makni-Maalej et coll.,
2012 et 2015 ; Boussif et coll., 2016). Ces travaux ont montré qu’un agoniste des TLR7 et/ou
TLRS, le CL097, potentialise I’explosion oxydative des PN humains stimulés par le fMLP. Le
mode d’action du CL097 incluait I’augmentation de I’expression du cytochrome b558 (gp91ph°X
et p22°") & la membrane plasmique, induisait la phosphorylation de p38-MAPK, ERK1/2, PKCp
et de la p47""™. L activation de cesTLR7/8 dans les PN humains normaux est donc en mesure
d’induire une hyperactivation de la NOX2 via I’activation de p38-MAPK, ERK1/2 et PKC. Nous
avons examiné si cette approche pourrait étre utilisée dans les PN de patients cirrhotiques, en vue
de potentialiser la production de FRO, la dégranulation de la MPO des PN et leur pouvoir
bactéricide, qui étaient déficitaires. Ainsi, I’activation de TRL7/8 par le CL0970u le R848 est
capable de stimuler faiblement 1’explosion oxydative des PN (Rolas et coll., Manuscrit soumis a

la publication), en accord avec des travaux d’autres auteurs (Janke et coll., 2009) et favorise
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I’explosion oxydative induite secondairement par le fMLP. Des résultats similaires ont été
obtenus pour la dégranulation de la MPO et un mécanisme d’action du CL097 est proposé au
niveau des voies de signalisation impliquant notamment AKT et p38-MAP (détaillé dans la partie

expérimentale) (Boussif et coll., 2016).
1.3.1.3. Autres récepteurs du neutrophile

Les PN expriment également de nombreux autres récepteurs et familles de récepteurs qui
jouent un réle important dans les mécanismes de défense anti-infecticuse. C’est le cas des
récepteurs Fc (Fc-R) qui jouent un réle primordial dans la reconnaissance des pathogénes
0psonisés par les immunoglobulines, et dont les plus importants sont les récepteurs Fcy (Fey-R).
De plus, les PN expriment les récepteurs indispensables a leur adhésion et leur transmigration tels
que les Sélectines/Sélectine-Ligands (Selectin/Selectin-L) et les intégrines (CD11/CD18). lls
expriment également les récepteurs classiques de cytokines (classe I et 11), des membres de la
famille « IL-1-Receptor/Toll-like Receptor », et les membres de la famille des récepteurs de TNF.
Ces récepteurs sont impliqués dans la régulation de la communication intercellulaire et diverses
fonctions de défense du PN. Enfin, les PN expriment également des récepteurs supplémentaires
qui ne peuvent pas étre regroupés dans les catégories ci-dessus. Ceux-ci incluent les récepteurs
associés au DAPI12 et au FcRy tels que TREM-1 et OSCAR; le récepteur CEACAMS3 de
reconnaissance de Neisseria ; ainsi que les récepteurs scavengers, les récepteurs du complément

et différents récepteurs senseurs des lipidiques intracellulaires (Futosi et coll., 2013).

1.3.2. Principaux effecteurs intracellulaires et voies de la signalisation du neutrophile

humain
1.3.2.1. La protéine G

Les protéines G hétérotrimériques représentent une large famille de protéines (Gi, Gs, Go,
Gq, G16, G12/13). Elles sont toutes constituées de 3 sous-unités différentes, a, B et y qui sont
étroitement associées a la face intracellulaire des RCPG et servent a activer des effecteurs
internes. A I'état inactif, la sous-unité Go se trouve liée a une molécule du GDP (Vines et
Prossnitz, 2004). La majorité des réponses des PN sont régulées via des récepteurs
chimiotactiques sont couplés a une protéine G sensibles a la toxine pertussique indiquant que la

protéine G est de type G; (Ben-Baruch et coll., 1995).

Lors de l'activation du fPR par son ligand, le récepteur change de conformation, ce qui
déclenche I'échange du GDP contre le GTP au niveau de la sous-unité a, et provoque la
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dissociation des sous-unités Py (Selvatici et coll., 2006). Le complexe By active directement
plusieurs effecteurs intracellulaires parmi lesquels la phospholipase CB2 (PLCB2) (Camps et
coll., 1992), la phosphoinositide 3-kinase y (PI3Ky) (Stoyanov et coll., 1995) et la petite protéine
G Ras. De son coteé, la sous-unité Gjo induit I’activation de nombreux autres effecteurs,

notamment ceux dépendant des tyrosine kinases.

1.3.2.2. Les Phospholipases

Les phospholipases sont une famille d’enzymes associées a la membrane plasmique qui
hydrolysent les phospholipides membranaires pour produire des seconds messagers qui initient la
cascade de transduction du signal. Cette famille compte 5 classes de phospholipases sur la base
du site d’action sur les phospholipides, la phospholipase A1 (PLA1), la PLA2, la PLB, la PLC et
la PLD. Cependant, ce sont principalement les PLA2, les PLC et PLD qui jouent un réle majeur
dans les réponses fonctionnelles du PN stimulé par le fMLP. En effet, L'activation de la protéine
Gi induit la dissociation de la sous-unité Ga des deux sous-unités Py. Les sous-unités By active
directement la phospholipase C (PLCB2) alors que les phospholipases A2 et D sont
indirectement activées via la sous-unité Ga et des tyrosine kinases (Bokoch, 1995).

La PLA; catalyse la réaction de 1’hydrolyse des phospholipides au niveau de la position
sn-2-acyl pour induire la libération des acides gras cis-insaturés, préférentiellement I’acide
arachidonique (AA), ainsi que les lysophospholipides (Schéma 12). Cette activité de la PLA, est
vraisemblablement Ca?*-indépendant (iPLA;) (Baggiolini et coll., 1993 ; Nishizuka, 1992 et
1995). En outre, il a été montré également que 1’activation de la PLAest induite par la PKC
(Nishizuka, 1995) et des MAP Kkinases telles que ERK1/2. La PLA; est impliquée dans
I’induction des réponses du PN telles que le chimiotactisme (Cathcart, 2009) et ’activation
NADPH oxydase. Cependant, elle ne serait pas impliquée dans la régulation du processus de la
phagocytose (Levy, 2006). L’acide arachidonique et 1’acide phosphatidique libérés sous 1’action
de la PLA; peuvent activer directement la NADPH oxydase, la dégranulation des PN ainsi que
I’expression du récepteur type 3 du complément (CR3) (Bagiolini et coll., 1993 ; Bokoch, 1995 ;
Tithof et coll., 1998 ; Moghaddami et coll., 2003). L’acide arachidonique sert également de
précurseur pour de nombreux médiateurs inflammatoires regroupés sous le terme d’eicosanoides
(prostaglandines, thromboxanes, leucotriénes) et qui jouent des rbles importants aussi bien
physiologiques que pathologiques (Tithof et coll., 1998 ; Levy, 2006).D’autre part, 1’acide
arachidonique sert également de substrat pour la lipooxygénase pour génerer les leukotrienes
(LT) dont le leukotriene B4 (LTB4) qui est un médiateur inflammatoire capable d’activer des
voies majeures de signalisation (PI3K et MAPK) dans le PN (Le Bel et coll., 2013).
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Les phospholipases C (PLC) sont un groupe de lipases qui comprend quatre familles :
PLC,, PLCg, PLC, et PLC;. Toutes les quatre catalysent I’hydrolyse dépendante du calcium de
trois phosphoinositides : le phosphatidyl inositol, le phosphatidyl inositol 4-phosphate et le
phosphatidy! inositol 4,5-biphosphate (Schéma 12). Cependant, leur dépendance du Ca?* différe
suivant 1’isoforme de la PLC (Dennis et coll., 1991).

L’activité PLC permet la génération de diacylglycérol (DAG) et de I’inositol-(1,4,5)-
triphosphate (IP3), qui jouent un role trés important dans la transduction du signal (Bokoch,
1995). L'IP3 étant hydrosoluble diffuse a travers le cytosol ou il se fixe sur les canaux calciques
au niveau du réticulum endoplasmique et induit la libération du Ca®*. L'augmentation de la
concentration du Ca’* intracellulaire active de nombreuses enzymes, parmi lesquelles la PKC
(Morel et coll., 1992 ; Bokoch, 1995). A un certain seuil de I’augmentation du Ca**, la PKC subit
une translocation vers la membrane plasmique ou son activation sera potentialisée par le DAG
qui reste ancré dans la membrane plasmique de la cellule (Nishzuka, 1995). Toutefois,
I'activation de la PLC est un évenement précoce et transitoire (Périanin et Snyderman 1989) qui
est relayé par l'activation de la phospholipase D (PLD) qui est aussi transitoire mais un peu plus
soutenue (Morel et coll., 1992, Pedruzzi et coll., 1998).

La phospholipase D (PLD) catalyse I’hydrolyse de la phosphatidylcholine pour produire
I’acide phosphatidique et la choline (Périanin et coll., 1993 ; Exton, 1999). Dans le PN ainsi que
dans les cellules HL-60, I’activation de la PLD induite par le fMLP se fait via la protéine Gi et
requiert la présence du calcium (revue Exton 1999). Les activateurs de la PKC, tels que les esters
de phorbol, stimulent I’activit¢ PLD (Dennis et coll., 1991), ce qui est consistante avec
I’observation que I’inhibition de la phosphatase PP2A favorise 1’activit¢ PLD dans le PN
(Djerdjouri et coll., 1994). L’acide phosphatidique généré par la PLD est rapidement
déphosphorylé par une PA-phosphatase pour former des acyl/alkylglycérols (DAG, EAG), qui
peuvent activer a leur tour des PKC (Dennis et coll., 1991 ; Morel et coll., 1992). Outre
I’activation des PKC, une autre protéine kinase, mTOR, est directement activée par ’acide
phosphatidique issu de la PLD (Foster, 2009). En fait, la PLD participe a la transduction du signal
impliqué dans de nombreuses réponses cellulaires. Inversement, 1’inhibition de la production de
PA/DAG via PLD par des inhibiteurs spécifiques tels que I’éthanol via la réaction de
transphosphatidylation ou par le propranolol réduit I’activation de la NADPH oxydase et la
dégranulation des PN activés par le fMLP(Kaldi et coll., 2002).

Les PLD possedent dans leur domaine N-terminal un domaine conservé ressemblant
fortement au domaine consensus phox (PX) qui lie les phosphoinositides (Ponting et Kerr, 1996).
Les domaines PX sont impliqués dans une grande variété d’interaction protéine-protéine incluant

la liaison a des kinases ou a des domaines de type SH3. De ce fait, la PLD est impliquée dans de
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grandes variétes de fonctions des PN telles que la migration, la phagocytose, la dégranulation ou
encore la production de FRO (Olson et Lambeth, 1996).

L’AP et le DAG sont capables de stimuler de manic¢re synergique l’activation des
composants du complexe NADPH oxydase dans un systeme acellulaire (Palicz et coll., 2001) et
I’ajout de manicre exogene d’AP stimule I’explosion oxydative sans ajout de calcium (Perry et

coll., 1993). En outre, I’AP favorise le recrutement a la membrane de la p47°"

, un composant
majeur du complexe NADPH oxydase (Karathanassis et coll., 2002). Dans les PN stimulés par le
fMLP, c¢’est I’isoforme PLD2 associée a la membrane plasmique qui produit presque la totalité de
I’acide phosphatidique et régule la NOX2 alors que I’autre isoforme PLDI, de localisation
intracellulaire, a un role mineur (Paruch et coll., 2006). De plus, I’activit¢ PLD du PN est
étroitement régulée par ERK1/2 (Djerdjouri et coll., 1999) et implique une phosphorylation
directe de la PLD2 par ERK1/2 (Paruch et coll., 2007), elle-méme activée via AKT1/2 (Patel et

coll., 2010).
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Schéma 12. Réle des Phospholipases signalisation au cours de Dactivation du neutrophile. PIP2:
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voie non confirmée. (Adapté de Baggiolini et coll., 1993; Bokoch, 1995 et Nisizuka, 1995).
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1.3.2.3. La Protéine Kinase C

Les PKC constituent une famille de protéines a activité sérine/thréonine kinase
dépendante de phospholipides (Nishizuka, 1995). Les PKC sont subdivisées suivant leur structure
et leur mode d'activation en 3 sous-familles: les PKC conventionnelles (cPKC), les nouvelles
PKC (nPKC) et les PKC atypiques (aPKC) (Nishizuka, 1995; Laudanna et coll., 1998).
Cependant, seulement 5 isoformes de la PKC : a, pI, BII, 6 et { sont identifiées au sein du PN
humain (Dang et coll., 2001). Mais la contribution exacte de chacune des isoformes dans
I'induction des réponses du PN est encore mal connue avec cependant un réle majeur pour la
PKC{ (Dang et coll., 2001). En depit des différentes conditions requises des cofacteurs, il y a une
petite différence entre les spécificités des isoformes de la PKC vis-a-vis du substrat in vitro
(Larsen et coll., 2000).

L'activation de la PKC dans les PN est induite par le fMLP et par les esters de phorbol
analogues du DAG tels que le PMA (Laudanna et coll., 1998). Le PMA active directement la
PKC en se fixant sur le site de liaison du DAG (Gamet-Payrastre et coll., 1999). D’autres études
ont rapporté la possibilité de 1’activation de la PKC via la PI3-K (Vlahos, 1995 ; Le Good et coll.,
1998) ainsi que par les petites GTPase de la famille des Rho (Laudanna et coll., 1998). D’autre
part, l'utilisation d’inhibiteurs spécifiques de la PKC montre qu'elle possede de nombreux
effecteurs intracellulaires. Ainsi, la PKC induit la phosphorylation des composants cytosoliques
(p47°"* et p67°"™) de la NADPH oxydase, qui est une étape primordiale pour I'assemblage et
I'activation de la NADPH oxydase (Lopes et coll., 1999 ; Regier et coll., 2000, Dang et coll.,
2001). La PKC pourrait constituer un effecteur cytosolique de différents types de récepteurs pour
réguler I’activité de nombreuses autres protéines kinases telles que les MAPK (Selvatici et coll.,
2003), probablement via I'activation de Raf (Chen et coll., 2005).

Il est actuellement bien établi que la PKC joue un réle important dans la régulation de
nombreux processus au sein du PN, notamment dans 1’explosion oxydative (Dang et coll., 2001),
la dégranulation (Faurschou et Borregaard, 2003), 1’adhésion cellulaire dépendante des intégrines

(Laudanna et coll., 1998) ainsi que le chimiotactisme (Dunzendorfer et Wiedermann, 2000).
1.3.2.4. L’axe PI3K-AKT-mTOR

La voie des phosphatidylinositol-3 kinases (PI3K) et de «mammalian Target of
Rapamycin » (MTOR) a longtemps été reconnue comme voie primordiale de la régulation
critique du métabolisme, de la croissance et de la survie cellulaire. Ces deux effecteurs de
signalisation sont également des acteurs principaux dans la régulation et la coordination des

mécanismes de défense du systéme immunitaire inné. Bien gu'initialement considérées comme
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deux voies distinctes, la PI3K et la signalisation de mTOR sont reliées par la sérine/thréonine
kinase AKT (appelée également protéine kinase B, PKB). La voie PISK/AKT/mTOR a
longtemps été connue pour étre importante dans la régulation de 1’activation des cellules de
I’immunité adaptative. Cependant, elle a également de nombreux roles distincts dans les cellules
de I'immunité innée, incluant les PN (travaux originaux en cours dans notre laboratoire), les
mastocytes, les monocytes, les macrophages ainsi que les cellules dendritiques (Weichhart et
Séemann, 2008).

a. La Phosphatidyl Inositol 3-Kinase

La phosphatidyl inositol 3-Kinase (PI3K) est une lipide kinase qui est impliquée dans la
signalisation de nombreuses fonctions cellulaires y compris la prolifération, la génération du
superoxyde, le chimiotactisme ainsi que la mobilisation des vésicules cellulaires (Walker et coll.,
1999; Sasaki et coll., 2000). Les PI3K sont un groupe d'enzymes hétérodimériques qui
phosphorylent le groupement OH en position D3 de I'inositol du phosphatidylinositol, du
phosphatidylinositol 4-phosphate, et du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate pour générer le
phosphatidylinositol 3-phosphate (PIP), le phosphatidylinositol 3,4-biphosphate (PIP,) et le
phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP3), respectivement (Al-Shami et coll., 1997). Ces
produits lipidiques de la PI3K ne sont pas hydrolysables par la PLC, et jouent le réle de seconds
messagers dans l'activation des protéines de transduction (Payrastreet coll., 2001). En plus de son
activité lipide kinase, PI3Kpossede une activité protéine kinase intrinséque nécessaire pour
activer certaines protéines du signal (Bondeva et coll., 1998).

Les PI3K sont classées en trois classes selon leur structure et leur spécificité vis-a-vis le
substrat: PI3K I, PI3K Il et PI3K 11l (Walker et coll., 1999). La classe PI3K I est d'un important
intérét physiologique dans le PN. Elle est subdivisée en deux sous-classes, IA et IB. La sous-
classe 1A renferme des hétérodiméres constitués d'une sous-unité régulatrice p85 (a ou P) liée a
une sous-unité catalytique p110 (o, B, ou y), 'activation de ces isoformes se fait via les tyrosine
kinases. En revanche, la sous-classe IB renferme seulement un seul membre hétérodimérique
constitué d'une sous-unité catalytique p110y qui est associée a une sous-unité régulatrice p101
dont l'activation se fait par les sous-unités By de la protéine G associée aux récepteurs des
chimioattractants. Les enzymes de la classe | sont exprimées dans les PN, et phosphorylent
préférentiellement le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate pour genérer le PIP; (Wymann et
Pirola, 1998; Naccache et coll., 2000). L’inhibition de la PI3K réduit la phosphorylation de la
protéine p47°"* et abolissent I'activation de la NADPH oxydase, ainsi que la mobilisation des
granules intracellulaires du PN activé, ce qui refléte I'importance de la PI3K (Vlahos, 1995;

Capodici et coll., 1998).
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Les effecteurs cibles de la PI3K sont de plus en plus nombreux. Ainsi, le PIP3 aprés
liaison au domaine d'homologie a la pleckstrine de PKB/Akt permet I'association de protéine
kinases dépendantes (PDK1 et PDK2) et I’activation d'AKT par la phosphorylation de la Thr308
et de la Ser473 (Yum et coll., 2001 ; Strassheim et coll., 2004). Le PIP; peut également activer les
isoformes de PKC dépendantes et indépendante de Ca?*, dont certaines isoformes peuvent étre
activées par la PDK1 (PKC () (Le Good et coll., 1998). Les isoforme 6, €, T et { de la PKC sont
également suspectées étre des cibles de la PI3K, ce qui pourrait expliquer la relation entre
I'activation de la PI13-kinase et la phosphorylation de p47°"* de la NADPH oxydase. D'autres
candidats possibles incluent la PLD (Stoyanova et coll., 1997; Wymann et Pirola, 1998) ainsi
qu'une famille de protéine kinases cytosoliques de 69, 63, 49 et 40 kDa qui peuvent phosphoryler
et activer directement la p47°"™. La PI3K induit également l'activation des MAP-kinases
(Bondeva et coll., 1998) et de la GTPase Ras (p21™°), qui active a son tour la protéine Raf-1.
Cette derniére, activée également par la PKC, phosphoryle et active une famille de MEK (MEK1,
2 et 3) responsable de I'activation des MAPK (Downey et coll., 1996, Walker et coll., 1999). Ceci
suggérait également un important role de la PI3K dans la dégranulation.

b. AKT/PKB

La protéine kinase AKT, également appelée Protéine Kinase B (PKB), est une
sérine/thréonine protéine kinase de 60 kDa qui fait partie de la famille des AGC kinases et qui
joue un rdéle crucial dans de nombreuses fonctions biologiques telles que la survie et la
prolifération cellulaire (Vivanco et Sawyer, 2002). Elle présente une forte homologie avec PKA
et PKC, et a été ainsi baptisée PKB (Rane, 2009).11 existe 3 isoformes d’AKT: AKT1 (PKBa),
AKT2 (PKBB) et AKT3 (PKBy) qui partagent une grande homologie de structure
particulierement au niveau du domaine kinase. Toutes ces 3 isoformes d’AKT sont exprimé dans
les PN (Patel et coll., 2010), mais seules AKT1 et 2 ont été impliquées dans le chimiotactisme, la
dégranulation et la production d’O, (Hannigan et coll., 2004, Patel et coll., 2010).

L'activation d'/AKT implique une étape de translocation membranaire dépendante de P13-
kinase, suivie par la phosphorylation de ses deux sites régulateurs clés Ser473 et Thr308. La
phosphorylation des deux sites est nécessaire pour l'activation complete d’AKT (Song et coll.,
2005). La translocation membranaire d’AKT est induite par le fMLP (Patel et coll., 2010), ce qui
I’ameéne a proximité de la kinase PDK1 qui la phosphoryle sur la Thr-308. La phosphorylation
sur la Ser473 est realisée notamment par PDK2 et mTORC2. Il a également été démontré que la
p38-MAP kinase (p38-MAPK) activée en aval de PI3K peut réguler l'activit¢ d’AKT par
phosphorylation de Ser473.
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Dans les PN, I’'implication d’AKT dans I’activation de la NADPH oxydase a ét¢ suggérée
par le fait qu’in vitro, AKT phosphoryle les sérines 304 et 328 de la p47°" (Hoyal et coll., 2003 ;
Chen et coll., 2003). 1l a été montré que AKT1 contribue majoritairement a la génération d’anion
superoxyde induite par le fMLP dans les PN alors que la contribution d’AKT?2 était plus réduite.
En outre, AKT contrdle I’activité de PLD de maniére dépendante de p44/42 MAPK (Patel et
coll., 2010). Néanmoins, des travaux réalisés dans des PN murins, ou AKT1 ou AKT2 ont été
inactivés, ont a I’'inverse mis en évidence qu’AKT?2 jouait un réle plus important qu’AKT1 dans
la production d’anion superoxyde. Au niveau de la NOX2, AKT2 contrblait également la
phosphorylation et la translocation membranaire de la p47°" (Chen et coll., 2012).

AKT joue également un réle essentiel dans I'organisation et la stabilisation de I'actine du
cytosquelette lors de la migration des PN. Cette activité d'AKT est régulée non seulement par la
voie PI3K, mais aussi par via le complexe mTORC2 (Zhang et coll., 2013). Certaines études
suggerent qu'AKT est une composante essentielle du chimiotactisme des PN. Ceci est confirmé
par des travaux récents sur des souris knock-out pour 'AKT (AKT-KO) qui ont montré que les
trois isoformes d'AKT ont des roles différents dans la régulation des fonctions des PN. La
migration cellulaire et la phosphorylation d'AKT1 ont été fortement affectées dans des PN
déficients en AKT2, alors que dans les PN sauvages, seule AKT2 mais pas AKT1translogue vers
la membrane plasmique lors de la stimulation par le chimioattractant. Ces mémes PN déficients
en AKT2 ont également montré une diminution de la dégranulation induite aussi bien par le
fMLP que par le PMA (Chen et coll., 2012). Ainsi, les voies régulées par AKT sont au cceur de

nombreuses fonctions du PN.
c. La protein kinase “mammalian Target Of Rapamycin”

Un effecteur important en aval de la voie PI3BK/AKT est la protéine mammalian Target Of
Rapamycin (mTOR) qui, comme la PI3K, appartient a la famille des « phosphatidylinositol
kinase-related kinases (PIKK) ». mTORest une Sérine/thréonine protéine kinase ubiquitaire
atypique de 289 kDa connue initialement pour jouer un réle important dans la survie, la mobilité
et la prolifération cellulaire notamment dans les cancers (Foster, 2009). Son activité est inhibée
par la Rapamycine (Sirolimus), un antibiotique initialement utilisé comme anticancéreux et
maintenant comme immunosuppresseur (Ponzianiet coll., 2011).

La protéine mTOR constitue I'une des rares enzymes qui fonctionnent au sein de deux
complexes distincts nommés mTOR complex 1 (mMTORC1) et mTOR complex 2 (mTORC?2)
(Zoncu et coll., 2010). Ainsi, mTOR est associée au moins a deux partenaires uniques qui
forment deux complexes distincts: « regulatory-associated protein of mTOR » (RAPTOR) pour

MTORC1 et « rapamycin-insensitive companion of mTOR » (RICTOR) pour mTORC2. Le
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MTORC1 est sensible aux nutriments et contrdle en partie la croissance cellulaire par la
phosphorylation de ses deux substrats: S6 kinase 1 (S6K1) et elF-4E Binding Proteinl (4EBP1).
Cependant, mTORC2 module la survie des cellules en réponse a des facteurs de croissance en
phosphorylant ses effecteurs en aval Akt/PKB, PKA et le «serum/glucocorticoid regulated
kinase 1 (SGK1) » (Zhou et Huang, 2010).

mTOR constitue P’effecteur principal en aval de la PI3K et de I’AKT(Weichhart et
Sdemann, 2008). La PI3K induit I’activation d’AKT via la génération du PIP3, alors que AKT
induit I’activation du complexe mTORCI1 selon deux mécanismes : une levée de I’inhibition de
mTORCI via I’inactivation de I’hétérodimeére TSC1/TSC2 (Inoki et coll., 2002) et I’induction de
la dégradation du répresseur PRAS40 (Wiza et coll., 2012). Parallélement a la voie PI3K-AKT,
les protéine kinases p38-MAPK et COT activent également mTORCL1 via la phosphorylation de
TSC2 médiée par MK2 et ERK, respectivement (Weichhart et coll., 2015). En outre, I’acide
phosphatique généré par la PLD, interagit avec mTORC] et I’active également (Yoon et coll.,
2011). En revanche, AKT et PKC sont des effecteurs majeurs de mTOR. Ainsi, AKT est
directement phosphorylée sur la Ser473 par mTORC2 (Frias et coll., 2006). Quant a ’activation
des PKC, mTORC2 participe a la phosphorylation des sites thréonine 638/641 des PCKa/II, de
la thréonine 560 des PKCC (Li et Gao, 2014) ainsi que des sérines 657/660 de toutes les PKC
conventionnelles et de certaines nouvelles PKC (nPKC) (Ikenoue et coll., 2008).

Etant donné que PI3K-AKT, PLD, PKC, p38-MAPK et ERK sont des effecteurs majeurs
de la réponse immunitaire innée du PN, ceci impliquerait que mTOR pourrait occuper une place
importante dans la régulation des fonctions de ces cellules. Effectivement, 1’équipe de Dr.
Périanin a montré récemment que mTORCI1s’active trés rapidement en présence de fMLP et
constitue un nouvel effecteur dansl’explosion oxydative (Rolas et coll., 2013)en favorisant la
phosphorylation de la Ser345 de la p47°"du complexe NOX2, trés probablement via la p38-
MAPK (Rolas et coll., 2013). La kinase mTOR pourrait également contribuer a la régulation de
I’émission des NET (Itakura et McCarty, 2013). Cependant, bien que mTOR soit impliquée dans
le remodelage du réseau d’actine, il n’y a actuellement pas d’évidence de son implication dans les
processus de dégranulation du PN ; maisnos travaux en cours suggerent cependant que mTORC1

serait impliquée.
1.3.2.5. MAP Kinases (MAPK)

Les MAP Kinases (Mitogen-Activated Protein Kinases) sont des "proline-directed
serine/threonine kinases", et sont subdivisées en trois familles: les ERK (Extracellular-
Regulated Kinases), les c-Jun NHy-terminal kinase (JNK, appelées également SAPK) et les p38-

MAP kinases (Downey et coll., 1998). Au moins deux isoforme de ERK (ERK1 et ERK2) sont
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exprimées chez le PN, ce sont des protéines de 42 et 44 kDa (p42/p44MAPK), respectivement.
La famille des p38-MAPK comprend quatre homologues: p38a, p38p, p38y et p385 MAPK,
mais seulement p38a et p386 ont été identifiées dans le PN (Chen et coll., 2005). De plus, seules
les voies ERK et p38 MAPK mais non pas JNK, sont activées en réponse au fMLP, PMA, GM-
CSF et TNF (Dewas et coll., 2003).

L’activation des MAPK se fait via une cascade dans un module comportant trois
effecteurs. La premiére étape implique 1’intervention des MEKK1 (MAP kinases Kinases Kinases
1). Les MEKK induisent I’activation d’un groupe de protéines kinases, les MEK (MAP kinases
kinases). L’activation des MEKK et MEK se fait par phosphorylation au niveau des résidus
sérines et thréonines (Avdi et coll., 2002). Les MEK sont un groupe de protéine kinases a double
specificité qui reconnaissent et phosphorylent les MAPK au niveau des résidus thréonine et
tyrosine au sein du motif Thr-Gly-Tyr (Rane et coll., 2001). Les MEK3/6 (membres des MEK)
activent les p38-MAPK, alors que les p42/44-MAPK (ERK1/2) sont plutdt activées par les
MEKZ1/2 (Downey et coll., 1998). L'activation des MAPK se fait par I'intermédiaire de la petite
GTPase Ras (p21'™) qui facilite lI'activation de Raf-1 qui phosphoryle et active la famille des
MEK, aboutissant a la phosphorylation et I'activation des MAPK (Avdi et coll., 1996; Downey et
coll., 1998). Il a également été rapporté que les MAPK peuvent étre activées via de nombreuses
voies transductionnelles dans le PN incluant la PI3K (Chen et coll., 2005), la PKC qui active les
MAPK via la protéine Raf (Krump et coll., 1997), et enfin via les tyrosine kinases (Zhang et coll.,
1998). En outre, le blocage de p38-MAPK inhibe I'adhésion, le chimiotactisme, la dégranulation
et la production de l’Oz'opar les PN (Lian et coll., 1999). Récemment, Rolas et coll. (2013) ont
montré que blocage de mTORC1 par la rapamycine réduit significativement la phosphorylation
de p38-MAPK ainsi que sa cible la Ser345 de la p47°", ce qui indique que p38-MAPK pourrait

constituer un effecteur en aval de mTOR.
1.3.2.6. Tyrosine Kinases

Difféerentes familles de tyrosine kinases sont exprimées dans les PN: les Src tyrosine
kinases (Lyn, Hck, Fgr, Yes et c-Src), les Syk tyrosine kinases et les Pyk2 tyrosine kinases
(Proline rich tyrosine kinases) (Bokoch, 1995 ; Lowell et Berton, 1999). L'activation des tyrosine
kinases est induite via des récepteurs membranaires liés a la protéine G tel que celui du fMLP
(Yamaguchi et coll., 1995). Les tyrosine kinases, notamment la famille des Src-tyrosine kinases,
sont activées par la sous unité a de la protéine G. Les Src-tyrosine kinases activent une petite
GTPase (p21'), activée également par la PI3K, via la phosphorylation du Shc. Les Shc sont un
groupe de protéines adaptatrices qui possédent des domaines SH2 et SH3. L’association tyrosine
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kinases-Shc induit le recrutement du Grb2 et Sos vers la membrane plasmique (Bokoch, 1995).

1" par les tyrosine kinases conduit a I’activation de la

L’activation de la petite GTPase p2
protéine Raf-1 (Nishizuka, 1995) qui peut induire la cascade des MAPK (Walker et coll., 1999).
Le complexe formé par le membre Lyn des Src-tyrosine kinase avec le Shc (Lyn-Shc) interagit
également avec la PI3K, suggérant ainsi que les tyrosine kinases jouent un réle dans la régulation
de l’activité de la PI3K (Bokoch, 1995). Cependant, certaines études ont rapporté que la
phosphorylation tyrosine kinases-dépendante est sensible au wortmannin, inhibiteur de la PI3K,
indiquant une possible régulation des tyrosine kinases par la PI3K. La caractérisation d’une
nouvelle famille de tyrosine kinases qui contiennent un domaine PH (Plekstrin Homology),
famille de Tec tyrosine Kinases, a prouvé cette hypothése et a fourni une évidence du lien
possible entre les tyrosine kinases et la PI3K (Gilbert et coll., 2003 ; Lachance et coll., 2003).
Enfin, il a été également rapporté que 1’activité des tyrosine kinases peut étre controlée par la
PKC (Gaudry et coll., 1993).

De nombreuses études mettent en évidence 1’implication des tyrosine kinases dans la
régulation des fonctions du PN notamment dans la génération du superoxyde (Mocsai et coll.,
1997) et la dégranulation (Ligeti et Mocsai, 1999). En outre, I’activation des PN par le fMLP
induit la translocation du Fgr (membre des Src-tyrosine kinases) vers la membrane plasmique,
cette translocation est associée avec la libération des granules secondaires des PN. Cependant,
I’activation de Hck tyrosine kinase est accompagnée de la mobilisation des granules primaires

vers le phagosome au sein des PN actives par le zymozan opsonisé (Mocsai et coll., 1999).
1.3.2.7. Les petites GTPases

De nombreuses petites GTPase jouent un rdle important comme partenaires de la
signalisation dont les plus importantes sont les Rho GTPase. Ils’agit une sous famille des Ras qui
comporte les membres suivants : Rho (A, B et C), Rac (1,2 et 3) et Cdc42 (Cdc42Hs et G25K).
Les Rho GTPases existent dans un état inactif lié au GDP, cette liaison est renforcée par
I’intervention d’un facteur régulateur de I’activité des petites GTPases, le GDI qui maintient les
GTPases inactives dans le cytosol (Kim et coll., 2003). Les Rho GTPases peuvent étre activees
directement par la sous-unité Gg, de la protéine G, ainsi que par le PIP3 produit par la PI3K, alors
que les Rac GTPase peuvent étre activées par les tyrosine kinases dans des PN humains stimulés
par fMLP (Kim et coll., 2003).

Les Rho GTPases interviennent dans la régulation d’un large spectre de fonctions
cellulaires. L’activation de la production des ROS est la premiere fonction qui a été attribuée aux
Rac GTPases chez les PN (Philips et coll., 1995). Ainsi, les Rac1/2 sous leurs formes associées

au GTP se lient au composant cytosolique p67°"®et probablement au cytochrome bssgau niveau
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de la membrane plasmique, et participent ainsi a I’assemblage de la NOX2 (Gorzalczany et coll.,
2000 ; Li et coll.,, 2002). Alors que, Les Rho GTPase participent a la dégranulation des PN
(Faurschou et Borreggard, 2003), la phagocytose (Li et coll.,, 2002) ainsi que dans la
réorganisation du cytosquelette et la migration (Kim et Dinauer, 2001).D’autres études ont
montré que la régulation de la dégranulation et de la phagocytose des PN humains par les Rac et

le Cdc42 se fait probablement via I’activation des MAP kinases (Zhong et coll., 2003
I.4. Dysfonctionnements du neutrophile et pathologies

Les PN sont des acteurs importants dans la réponse immunitaire innée, la résolution de
I’inflammation et la clairance de l'infection. Pour cela, ils disposent de tous les outils
moléculaires pour adapter a la perfection leurs fonctions de protection et de défense. Ces
fonctions des PN sont finement contr6lées et régulées a différents niveaux. Cependant, dans
certaines situations, une réponse inappropriée ou un dysfonctionnement des PN peut également
s’avérer délétére pour 1’organisme, et conduit ainsi a la progression de nombreuses pathologies.
Ci-apres sont rapportés certains exemples des désordres pathologiques qui peuvent affecter le

fonctionnement des PN.
1.4.1. Les désordres d’homéostasie

Les premiers désordres affectant des PN peuvent résulter de la diminution de leur nombre
dans le sang ou la neutropénie. Les neutropénies sont le résultat d'un ou de plusieurs défauts dans
la différenciation ou la prolifération dans la moelle osseuse, ou de la destruction périphérique
accrue. Ces désordres sont regroupés sous le terme de Neutropénies Chroniques Séveres. Bien
que rares, de nombreuses mutations ont été identifiées et qui donnent lieu a des défauts de
maturation des PN. Ces syndromes sont collectivement connus comme une Neutropénie
Congeénitale Sévere (Severe Congenital Neutropenia, SCN). Les PN des patients atteints de SCN
présentent souvent un arrét de maturation caractéristique au stade promyélocyte de leur
differenciation. Environ 60-75% des cas SCN sont dues a des mutations dans le gene codant pour
I'élastase du PN. Une autre cause de la neutropénie chronique est la destruction massive des PN
circulants ou de leurs précurseurs. La cause principale de cette destruction est immunologique,
des anticorps auto-immuns peuvent induire la destruction périphérique des PN et/ou inhiber la
myélopoiése dans la moelle osseuse. Cependant, les infections au cours de la neutropénie auto-
immune (Auto-Immune Neutropenia, AIN) sont moins graves par rapport a la neutropénie

congénitale sévere (Lakshman et Finn, 2001).
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1.4.2. Les désordres d’activités fonctionnelles

Ce sont des désordres qui affectent une ou plusieurs fonctions du PN. Les désordres
fonctionnels comprennent les déficits de chimiotactisme, de I'adhésion, de la phagocytose et de
I’explosion oxydative. L’exemple le plus connu des deéficits fonctionnels des PN est causé par
une déficience génétiqgue d'une ou plusieurs sous-unités de la NOX2 au cours de la
granulomatose septique chronique (Chronic Granulomatous Disease, CGD) (Babior, 1999,
2004 ; Mayadas et coll., 2014). La CGD est caractérisee par une absence totale ou une expression
incorrecte de 1’un des composants de la NOX2 se manifestant par des infections graves et/ou
répétées a différents agents pathogeénes principalement bactériens et fongiques. Ces agents ne
pouvant étre éliminés efficacement se développent dans les milieux extracellulaires et a
I’intérieur de phagosomes, générant des granulomes généralement sous cutanées, c’est a dire des
foyers inflammatoires chroniques sous forme d’amas de cellules épithélioides entourés de
lymphocytes ou d’agrégats de cellules phagocytaires.

Les PN peuvent egalement présenter des défaillances de mouvement leur empéchant de
rejoindre les foyers inflammatoires ou ils sont sensés agir. Ces défaillances touchent I’adhérence
des PN aux cellules endothéliale et la migration chimiotactique. Cette défaillance conduit a une
altération du recrutement des PN dans les sites d'infection ou d'inflammation, avec souvent une
neutrophilie relative dans le sang périphérique, voir encore formation de pus (Dinauer, 2007).

Un autre exemple d’anomalies fonctionnelles des PN est le déficit de la Myéloperoxydase.
Cette atteinte est tres fréquente, avec une incidence comprise entre 1/2000 et1/4000 dans la
population générale. Elle se traduit par un défaut mineur d’élimination des pathogénes causé par
une absence d’activité de la MPO. Elle est due & une mutation dans le géne MPO sur le
chromosome 17. Les granulocytes deficients en MPO ont une défaillance de génération de
I’hypochlorite (HOCL), mais une production normale d'anion superoxyde, et une réponse
phagocytaire trés peu affectée. Certaines défaillances de la MPO induisent une légére altération
de la phagocytose de S aureus mais plus importante altération de la phagocytose de Candida
albicans. La plupart des individus présentant un déficit de la MPO sont complétement
asymptomatique; alors ceux qui souffrent de candidose récurrente ou sévere peuvent aussi avoir

un diabéte ou d'autres compromis dans la fonction immunitaire (Lakshman et Finn, 2001).
1.4.3. Les désordres de regulation

Les fonctions du PN sont finement régulées pour assurer une réponse appropriée qui
permet une bonne protection contre les agents pathogénes. Cette régulation permet de limiter les

réponses des PN a I’élimination des agents pathogenes sans induire des Iésions tissulaires et
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inflammatoires nuisibles. Lorsque les mécanismes de régulation de ces fonctions sont defaillants,
le PN devient par son activation excessive la principale cause de graves Iésions tissulaires qui
sont a l’origine de nombreuses maladies inflammatoires chroniques telles que l'arthrite
rhumatoide, 1’asthme et I'emphyséme pulmonaire. Le foie est également un organe important qui
constitue dans certains cas une cible pour les effets néfastes des réponses inappropriées des PN.
Les hépatocytes représentent une cible éminente de ces effets dans le foie. Les PN n’attaquent
normalement pas les hépatocytes sains. Cependant, durant I’inflammation du foie, les FRO
génerées par les PN actives ainsi que les enzymes libérées, endommagent les hépatocytes et
déclenchent un stress oxydant intracellulaire, la dysfonction mitochondriale et éventuellement
une nécrose cellulaire oncotique (Jaeschke et Hasegawa, 2006). Les effets induits par les PN ont
été observés dans différents cas, incluant animaux incluant 1’hépatite alcoolique (Bautista, 2002 ;
Ramajah et coll., 2004) la stéatose alcoolique (Lucey et coll., 2009).Ces dommages du foie
pourraient avoir, par la suite, des consequences graves sur les activités des PN. Notre étude est
consacrée a 1’une de ces atteintes du foie, la cirrhose hépatique décompensée ou les PN jouent un
role important dans le développement de la maladie puis en subissent des conséquences graves.

Ceci sera détaillé dans le chapitre suivant.
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I1. Le neutrophile et la cirrhose hépatique décompensée

I11.1. Le Foie

Le foie est un organe vital assurant une large variété de fonctions essentielles pour
I’organisme : détoxification de métabolites, synthése d’hormones, de protéines et enzymes
nécessaires pour la digestion. Le foie représente le plus grand organe solide dans le corps avec
deux entrées pour son approvisionnement en sang. Il recoit 80% de son approvisionnement en
sang de lintestin par la veine Porte, qui est riche en produits bactériens, des toxines de
I'environnement, et les antigenes alimentaires. Les 20% restants proviennent de la vascularisation
par l'artere hépatique. Sur le plan anatomique, est architecturé sous forme de sinusoides

hépatiques (Schéma 13).
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Schéma 13. Architecture d’une sinusoide hépatique (Adapté de Frevert et coll., 2005 dans Rolas, 2015)

Soixante-dix pourcent des cellules (ou 80% du volume du foie) sont des cellules
parenchymateuses, les hépatocytes qui répondent aux besoins métaboliques et de détoxification
du corps. Les cellules restantes sont composées de cellules non parenchymateuses, y compris les
cellules endothéliales qui tapissent les capillaires sanguins, les cellules de Kupffer qui représente
les macrophages résidents du foie, et les cellules étoilées (Li et coll., 2008 ; Gao et coll., 2008).

En plus de ces fonctions métaboliques, le foie constitue un organe pivot dans I’immunité
innée car il contient des leucocytes, des macrophages (cellules de Kupffer) et des natural killers
NK, qui tous participent a la défense contre les bactéries et les tumeurs en produisant des
cytokines pro-inflammatoires. Cependant, ces cellules sont aussi parfois impliquées dans les
lesions des hépatocytes, le choc septique et la défaillance de plusieurs organes (Sek et coll.,
2012). Ainsi, le foie est aussi exposé aux produits bactériens, toxines et antigenes dérives des
aliments et alcools. Cependant, cette exposition continuelle recéle le danger que ces substances

toxiques qui doivent étre dégradées ou éliminées conduisent a des dommages tissulaires de
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I’organe (Ramadori et coll., 2008).La plupart des dommages bénins du foie sont souvent suivis
d'une récupération complete du foie (Ramadori et coll.,, 2008), en raison sa capacité de
régénération naturelle suite a un endommagement. Ainsi, a partir d’une ablation des 2/3 du foie,
I’organe a la capacité de retrouver sa masse initiale en deux semaines (Michalopoulos et
DeFrances, 1997).Cependant, dans certaines atteintes du foie, telles que les hépatites, la non-
réparation ou la réparation inadéquate des dommages conduisent a une inflammation chronique

suivie de la mort des hépatocytes et la fibrose du foie (Ramadori et coll., 2008).
11.2. La cirrhose hépatique

La cirrhose hépatite est une atteinte grave du foie suite d’un remodelage irréversible de
I’architecture du foie associé a une détérioration voir perte compléte des fonctions de 1’organe.
Sur le plan pathologique. La cirrhose est un syndrome anatomopathologique correspondant a
I’évolution de la plupart des maladies chroniques du foie (Schuppan et Afdhal, 2008). Elle résulte
de différents mécanismes de lésions hépatiques qui conduisent a une nécrose inflammatoire et
une fibrogenese. Histologiquement, elle est caractérisée par une régénération nodulaire diffuse
entourée de bandes fibrotiques denses avec pour conséquence, l'extinction du parenchyme
hépatocytaire et I'effondrement des structures du foie, causant ainsi une distorsion prononcee de
I'architecture vasculaire hépatique (Schémal4). Cette déformation se traduit par une résistance
accrue au flux sanguin de la veine porte et donc une hypertension portale, ainsi que un
dysfonctionnement de synthése hépatique. Cliniqguement, la cirrhose est considérée comme une
maladie en phase terminale qui conduit inévitablement a la mort, a moins que la transplantation
hépatique ne soit effectuée. Les seules stratégies préventives sont le dépistage des varices

aesophagiennes et le carcinome hépatocellulaire (Tsochatzis et coll., 2014).
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Schéma 14. Représentation schématique des altérations vasculaires et architecturales du foie (sinusoide
hépatique) au cours de la cirrhose. (A) Un foie sain et (B) Un foie cirrhotique (Schuppan et Afdhal,
2008)
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L'hépatite C chronique ou la consommation excessive d'alcool représentent les causes les
plus courantes de la cirrhose. L'obésité, associée a la stéatohépatite non alcoolique, devient
également une cause fréquente de maladies chroniques du foie conduisant a la cirrhose, soit
comme la cause unigue ou en combinaison avec de l'alcool, I'népatite C ou les deux. D'autres
causes incluent I'hépatite B, I'hépatite D, la cirrhose biliaire primitive et I'hépatite auto-immune
(Pinzani et coll., 2011).

11.2.1. Physiopathologie de la cirrhose

La cirrhose hépatique survient en conséquence d’un endommagement du foie suite a une
agression alcoolique ou virale. La transition de I’hépatite chronique a la cirrhose implique une
inflammation, l'activation des cellules étoilées hépatiques suivie de fibrogenése, I'angiogenese et
la disparition des lésions parenchymateuses causées par une occlusion vasculaire (Tsochatzis et
coll., 2014). L’inflammation chronique conduit a des lésions qui affectent la matrice
extracellulaire ou les tissus conjonctifs principalement composés de collagene. La réparation de
ces tissus engendre la mise en place de cicatrisations caractéristiques de fibroses hépatiques
(Friedman SL et coll., 2000), alors que la dégradation de la matrice extracellulaire active les
cellules étoilées qui se transforment en myofibroblaste sous I’effet du TGFB (facteur de
croissance tumorale B) via le TLR4 (Pal et Ray, 2016).Les myofibroblastes produisent une
nouvelle matrice extracellulaire composee principalement du collagéne type I, normalement
présent au niveau des tissus cicatriciels, en remplacement du collagéne type IV composant
principal de la lame basale (Masuzaki R et coll.,, 2013).L’intervention d’autres facteurs de
croissance (EGF, VEGF, TGF-o etc.) induit une croissance artériclle (angiogenése) et
I’hyperplasie des hépatocytes sous forme de nodules de régénération, ceci est également stimulé
par l'augmentation progressive de I'hypoxie tissulaire. La néo-angiogenése de nouveaux
vaisseaux sanguins se produit dans la région fibrotique qui entoure les nodules de régénération
(Pinzani et coll., 2011).

A leur tour, les cellules de Kupffer produisent des cytokines telles que le TNF ou
d’endothéline (ET-1) (Gabriel et coll., 1998). Cette derni¢re, I’ET-1, entraine la contraction des
cellules étoilées et des sinusoides hépatiques ralentissant le flux sanguin dans le foie créant alors
un bouchon (Bosch et coll., 2008). Ceci crée une résistance au flux sanguin portal conduisant
ainsi a une hypertension portale. Cette désorganisation architecturale et vasculaire du foie
associée a I’hypertension portale est a 1’origine de nombreuses répercussions sur les autres
organes (Tsochatzis et coll., 2014). Ainsi, des complications majeures systémiques participent a
des dysfonctionnements rénaux, cardiaques et du systeme endocrinien (Figueiredo et coll., 2012).

Au niveau de D’appareil digestif, I’hypertension portale se répercute au niveau des capillaires
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sanguins intestinaux affluant et augmente la pression hydrostatique. Ceci provoque de nouvelles
complications telles que le développement d’ascites, de saignements intestinaux mais encore des
dommages rénaux et une hypertension pulmonaire (Bosch et coll., 2008). Le développement
d’ascites est un facteur de risque pour le développement spontané de péritonites tandis que
I’hypertension pulmonaire se manifeste avec des défaillances cardiaques (Wiest et coll., 2014).

C’est alors la forme décompensée de la cirrhose hépatique.

1.4.2.3. Classification de la cirrhose

La cirrhose est une cause de mortalité en croissance dans le monde, responsable de 3,8%
des déces (Blachier et coll., 2013 ; Moreau et Rautou, 2014). La mortalité a 1 an associée a la
cirrhose hépatique varie fortement, elle est comprise entre 1% et 57%. Elle dépend de 1’apparition
clinique de forme dite décompensée, c’est-a-dire liée a la survenue de complications et de
défaillances d’autres organes (D’Amigo et coll., 2006). Dans le cas de la cirrhose décompensee,
et bien que le traitement aux corticoides soit recommandé et améliore la survie, la mortalité reste
élevée et 35% des patients meurent dans 6 mois (Moreau et Rautou, 2014). Elle conduit a des
complications graves tel que des ascites, le sepsis ou encore une encéphalopathie. La cirrhose
peut ensuite évoluer en un carcinome hépatocellulaire (hepatocellular carcinoma, HCC).Selon
I’état de progression et les complications associées, la cirrhose est classifiée selon 4 voire 5 stades
(Tableau 5).

Tableau 5. Evolution de la cirrhose hépatique (d'apres D'Amigo et coll., 2006).

Stade Complications Mortalité
Stade 1 | Forme compensée 1%
Stade 2 | Forme compensée avec varice cesophagiennes 3-4%
Stade 3 | Forme décompensée avec apparition d’ascites 20%
Stade 4 | Forme décompensée avec d’ascites et saignements intestinaux 57%
Stade 5 | Forme décompensée avec infections et défaillances rénales 70%

L’évaluation de la sévérité de la cirrhose est importante pour la prédiction de ses
complications et de la survie des patients. Deux moyens d’évaluation généralement utilisés sont
le score Child-Pugh et le score MELD (Model for End-stage Liver Disease). Le score Child-Pugh
est utilisé pour évaluer la sévérite des atteintes hépatiques. Il se base sur les parameétres
biochimiques du foie tels que le taux de bilirubine sanguine, 1’albumine sérique et le temps de la
prothrombine ; mais aussi les paramétres cliniques tels que I’ascite et I’encéphalopathie (Peng et
coll., 2016). Ce score permet de répartir la sévérité de la cirrhose en 3 groupes sur une échelle de
15 scores (Reddy et Civan, 2016). Le score MELD, introduit en 2002, incorpore 3 variables

objectives seulement : la bilirubine totale, la créatinine, et le ratio normalisé international INR
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(International Normalized Ratio). Il a été utilisé pour classer la priorité d'une transplantation
hépatique (Peng et coll., 2016). Le MELD permet d’évaluer ’espérance de survie des patients

cirrhotique sur la base d’un score allant de 1 a 40.
11.2.3. Roéle de I’alcool dans le développement de la cirrhose

Le spectre des lésions du foie liées a I'alcool varie de simple stéatose a la cirrhose. Ces
Iésions ne sont pas nécessairement des étapes distinctes de I'évolution de la maladie, mais plut6t
de multiples étapes qui peuvent étre présents simultanément chez un patient donné (Schéma 15).
Elles sont souvent regroupées en trois stades histologiques, stéatose simple ou le foie gras,
I’hépatite alcoolique (AH), et 1'hépatite chronique avec fibrose ou la cirrhose (O’Shea et coll.,
2010). L'éthanol, principal composant de I’alcool, diffuse facilement a travers les membranes
cellulaires et son métabolisme est favorisé par de nombreux facteurs tels que le sexe, I'age,
I'origine ethnique et le poids corporel. Environ 10% d'éthanol est directement éliminé par les

poumons, les reins et la sueur sous sa forme inchangée (Louvet et Mathurin, 2015).
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Schéma 15. Progression de la cirrhose hépatique alcoolique. Les pourcentages représentent le
taux de patients qui progressent d'une étape a l'autre (adapté a partir d’ Altamirano et Bataller, 2011).

L’alcool est normalement métabolisé par les hépatocytes via un mécanisme impliquant
des oxydations et transformant 1’alcool en composés transitoires (Acétaldéhyde, acétate) toxiques
mais rapidement €liminés. Cependant, en cas de consommation excessive d’alcool, 1I’éthanol n’est
pas assez rapidement métabolisé, provoquant ainsi I’accumulation d’intermédiaires toxiques tels
que l’acétaldéhyde capables de générer également du NADH et des radicaux libres. Cette
accumulation de déchets métaboliques entraine des dégats au foie et initie une phase stérile de
I’inflammation hépatique (Rocco et coll., 2014).

La principale voie métabolique impliquée dans la biotransformation de I'éthanol est

l'oxydation en acétaldéhyde. Ce procédé utilise le NAD™ et se fait principalement par I'alcool
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déshydrogénase principalement exprimee dans le foie. L’augmentation du NADH perturbe le
métabolisme des glucides et des lipides provoquant I’augmentation de corps gras dans le foie.
L’acétaldéhyde modifie les propriétés chimiques des molécules, induit la peroxydation des lipides
participant ainsi a la destruction des hépatocytes, et transforme des protéines normales en
protéines antigéniques. Il augmente aussi la fabrication de collagene qui tend a se déposer dans le
foie et entrave la bonne cicatrisation de 1’organe (Zhang et coll., 2007).Deux autres systémes
peuvent conduire a I'oxydation de I'éthanol: la catalase, et le systeme d'oxydation microsomale
qui fait intervenir les cytochromes P450. Quelle que soit la voie impliquée aprés oxydation, la
plus grande partie de I’acétaldéhyde est convertie en acétate par 'aldéhyde déshydrogénase. Cette
réaction est catalysée par NAD'/NADH et augmente les quantités de NADH dans le foie.
L'alcool déshydrogénase, I'aldéhyde déshydrogénase et le P450 sont principalement exprimées
dans les hépatocytes, ce qui explique la grande toxicité de I'éthanol sur ces cellules. Le
métabolisme de I'éthanol conduit également a l'accumulation de FRO, principalement du
peroxyde d'hydrogene et de I'anion superoxyde, qui est exacerbée par I'nypoxie, la translocation
bactérienne et des cytokines pro-inflammatoires. Du fait de leur forte réactivité, ces radicaux se
lient rapidement a I'éthanol ou aux atomes de fer pour former des métabolites réactifs tels que
I’OH’, le FeO ou I’hydroxyéthyle radicalaire (CHsCHOH). Ces molécules sont responsables de
la peroxydation des lipides membranaires (Louvet et Mathurin, 2015).
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Schéma 16. Role de I’alcool et de ses métabolites dans la cirrhose hépatique (Gramenzi et coll., 2006).

11.3. ROle des neutrophiles dans la physiopathologie de la cirrhose

Le foie constitue un passage obligatoire pour le sang provenant des intestins avant de
rejoindre le reste des organes. Ce passage via la veine Porte apporte au foie les nutriments mais
permet également le passage d’agents pathogenes et de leurs métabolites toxiques. Cette place
dans I’organisme fait qu’il soit continuellement exposé aux produits bactériens, toxines et

antigénes derivés des aliments. Comme pour les autres tissus, les PN jouent un role important
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dans le systeme de défense anti-infectieuse du foie. Cependant, leurs réponses inappropriées sont
connues pour induire des dommages au foie. Par conséquent, l'activation des PN du foie est
considérée comme une arme a double tranchant (Xu et coll., 2014).

11.3.1. Role néfaste des neutrophiles

Les PN sont pointés du doigt dans toutes les cirrhoses hépatiques a cause de leurs effets
destructeurs sur les tissus du foie au cours des inflammations chroniques. Des lésions hépatiques
médiées par les PN ont été rapportées dans de nombreuses atteintes du foie, y compris la cirrhose
hépatiqgue (Ramaiah et Jaeschke, 2007). Le premier indice d’implication des PN dans les
cirrhoses est illustré par leur forte infiltration dans le foie au cours de la progression de la maladie
(Xu et coll., 2014). Les cellules de Kupffer, les phagocytes résidents du foie, sont capables
d'éliminer des microorganismes mais facilitent également la génération de médiateurs
inflammatoires conduisant au recrutement de cellules inflammatoires telles que les PN. Les
médiateurs inflammatoires produits par les cellules de Kupffer comprennent le TNF-a, les
interleukines (IL1 et IL-6), des chimiokines et des FRO. Ces médiateurs inflammatoires recrutent
et activent ensuite les PN dans I’environnement hépatique (Ramaiah et Jaeschke, 2007).

Les PN n’attaquent normalement pas les hépatocytes sains. Cependant, durant
I’inflammation du foie, la présence de chimiokines (Colletti et coll., 1996) et le fait que ces
hépatocytes ont une forte expression d’ICAM1 a leur surface font qu’ils deviennent une cible des
PN (Farhood et coll., 1995). Les FRO générées par les PN activés, en particulier I'H,0,, diffusent
dans les hépatocytes provoquant un stress oxydant intracellulaire perturbant la fonction des
mitochondries. Les protéases (élastase) libérées par les PN activés contribuent également aux
dommages hépatiques, I’activation des cellules de Kupffer et le recrutement d’autres PN, ce qui a
pour conséquence d’entretenir 1’état d’inflammation. Ces dommages du foie induits par les PN
ont été observés dans différents modéles animaux incluant 1’ischemie-reperfusion (Jaeschke et
coll., 1990), endotoxinémie (Jaeschke et coll., 1991), I’hépatite alcoolique (Bautista, 2002 ;
Jaeschke et coll., 2002 ; Ramaiah et coll., 2004) ou cholestase obstructive (Guiral et coll., 2004),
ainsi que chez des patients ayant une stéatose alcoolique (Lucey et coll., 2009).

La cirrhose hépatique décompensée favorise la translocation des bactéries de la flore
intestinale wvers la circulation systémique et le taux d’endotoxines circulants comme
précédemment décrit. Les travaux de Taylor et coll. montrent que les patients atteints de cirrhose
hépatique stable et qui présentent des PN avec une forte production spontanée de FRO sont ceux
qui présentent le plus fort risque de développer des complications et des défaillances multiples
d’organes (Taylor, 2014). Les travaux de Mookerjee soulignent quant a eux que la phagocytose
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réduite et la production spontanée de FRO élevée des PN circulants de patients cirrhotiques sont
induites par la présence d’endotoxine dans le plasma des patients (Mookerjee et coll., 2007).

Tous ces éléments permettent de souligner le role a double tranchant du PN. lls
participeraient aux dégats hépatiques dans les stades précoces des maladies hépatiques alors qu’a
I’inverse leurs dysfonctions participent a I’apparition des défaillances multiples associées aux cas
graves de cirrhose hépatique. Cependant de récents travaux viennent complexifier 1’état des lieux
et commencent a suggérer 1’hypothése que I’activité des PN serait é¢galement bénéfique dans les

pathologies hépatiques (Moreau et Rautou, 2014; Rolas, 2015).

11.3.2. Role protecteur des neutrophiles

Malgré leurs effets néfastes, les PN pourraient jouer un role dans la protection du foie
contre les lésions et les invasions de pathogenes. Les PN recrutés au niveau du foie par les
différents médiateurs inflammatoires secrétés par les cellules de Kupffer et d’autres cellules du
foie, participent activement a I’élimination des pathogeénes par la mise en ceuvre de leurs
fonctions microbicides. Dans les lésions stériles (absence de pathogeénes), les PN ne fonctionnent
pas comme effecteurs antimicrobiens; mais ils nettoient les debris des dommages tissulaires et
lancent le processus de cicatrisation (Xu et coll., 2014).

En plus de leur capacité a éliminer les agents pathogénes, les PN ont également le
potentiel pour réguler la réponse immunitaire. Ainsi, les neutrophiles participent a la résolution
de I’inflammation par la libération des protéases qui peuvent dégrader et inactiver les cytokines
pro-inflammatoires. Les PN sont également capables de libérer des cytokines anti-inflammatoires
qui contribuent a la résolution de I’inflammation. En plus, I’infiltration du foie par des PN
pourrait étre bénéfique pour la survie des patients (Altamirano et coll., 2014).Ainsi, la
collagénase libérée par les PN infiltrant le foie joue un réle important dans la bonne réparation
tissulaire et la diminution de la fibrose hépatique car elle dégrade les filaments de collagene
(Siller-Lopez et coll., 2004). En outre, le traitement de rats par la MMP8 entraine 1’augmentation
de HGF dans le foie et permet la prolifération des hépatocytes en remplacement de ceux détruits
(Michalopoulos et coll., 1984 ; Siller-Lopez et coll., 2004). Le PN peut étre, en outre, une source

de HGF et donc jouer un réle dans la régénération normale du foie (Taieb et coll., 2002).

11.4. Dysfonctionnements du neutrophile au cours de la cirrhose hépatique

De nombreuses études impliquent les PN, comme rapporté ci-avant, dans la progression
de la cirrhose hépatique. Les PN sont considerés comme des effecteurs aggravant 1’état de
détérioration du foie, mais ils subissent eux-mémes des modifications nuisibles graves au cours
de la progression de la cirrhose, entrainant de nombreux dysfonctionnements. Ainsi, un

56



dysfonctionnement des PN caractérisé par une forte explosion oxydative en absence de stimulant
in vitro et une capacité réduite de phagocytose ont été démontrées dans la cirrhose décompensée
ainsi que dans I'hépatite alcoolique, et ont été associées a un risque accru d'infection et de
mortalité (Tritto et coll., 2011). Les PN montrent également une altération de chimiotactisme au
foyer d'infection et une diminution de la migration transendothéliale en conséquence a une
adhérence réduite aux cellules endothéliales microvasculaires. Ces dysfonctionnements des PN
ont été liés a la persistance de la stimulation in vivo, surtout observée chez les patients ayant des
taux sériques élevés de cytokines pro-inflammatoires, a cause des multiples infections et de 1’état
de sepsis général observé au cours de la cirrhose (Albillos et coll., 2014).Les mécanismes
moléculaires qui sous-tendent ces défaillances de PN sont encore méconnus. Cependant, une
défaillance de D’activation de la phospholipase C a été rapportée (Garfia et coll., 2004).
Récemment, 1’équipe du Dr. Périanin a montré que les PN de patients cirrhotiques sont fortement
défaillants pour la production d’anion superoxyde en réponse au fMLP. Cette défaillance est
associée & un déficit de phosphorylation de la p47°"™, liée a un déficit d’activation de p38-MAPK
via la kinase mTOR (Rolas et coll., 2013).

Ces données suggerent que la cirrhose hépatique induit des déficits au niveau moléculaire
et de signalisation intracellulaire qui seraient a 1’origine des défaillances fonctionnelles des PN
des patients cirrhotiques. Dans la partie expérimentale de notre étude, nous apportons d’autres

éléments de réponse concernant les mécanismes de dégranulation des PN de patients cirrhotiques.
I1.5. Traitement de la cirrhose

Pour le moment, il n’y a pas de traitements curatifs efficaces pour la cirrhose hépatique ni
pour les dysfonctionnements des PN associés a cette pathologie. Les patients cirrhotiques dans la
phase décompensée de la maladie présentent des infections multiples et un sepsis général, et
meurent au bout de 6 mois s’ils sont hospitalisés et de 1 mois pour les non-hospitalisés (Moreau
et Rautou, 2014). Les traitements classiques a base d’antibiotiques et d’antifongiques sont peu
satisfaisants du fait du pourcentage de mortalité encore élevé (35% au bout de Six mois
d'hospitalisation), ceci d'autant que ces antibiotiques alterent aussi les fonctions de défense des
PN (Labro, 2000). Certains traitements a base de Prednisolone ont permis une amélioration a 90
jours de la survie de patients atteints d’hépatite grave (Ramond MJ et coll., 1992). D’autres
approches mettent en avant 1’effet bénéfique d’un traitement par le G-CSF sur des patients
atteints d’hépatites graves. Une survie des patients a pu également étre obtenue (Garg et coll.,
2012 ; Singh et coll., 2014). Cependant, ces traitements restent insuffisants pour remédier la

défaillance severe du foie cirrhotique et a inverser 1’état de dysfonctionnement des PN.
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I11. Matériels et Méthodes

I11.1. Matériels

111.1.1. Patients

Le sang a été obtenu a partir de patients hospitalisés dans l'unité du Foie de I'népital
Beaujon (Clichy, France). Les criteres d'inclusion étaient : age supérieur a 18 ans, cirrhose
hépatique prouvée par biopsie avec un score Child-Pugh de classe B ou C, historique d’abus
excessif d'alcool (50g/jour), mais aucune autre cause d'affection hépatique. Les sérologies virales
pour I'népatite B et C étaient négatives. La consommation d'alcool a été arrétée depuis au moins 3
jours. Les patients non traités ou récemment traités (moins d'une semaine) contre les infections
bactériennes ou I’hémorragie gastro-intestinale n'étaient pas inclus dans 1’étude. Les cultures
effectuées avec l'ascite, l'urine et le sang au moment de l'inclusion étaient toutes négatives.
Dautres criteres d'exclusion étaient le traitement avec des corticostéroides, la pentoxifylline ou
d'autres traitements immunosuppressifs pendant les 30 derniers jours, ainsi que la présence du
carcinome hépatocellulaire, de tout autre cancer ou infection par le virus d'immunodéficience
humaine (HIV).Les autres scores cliniques des patients sont résumés dans le tableau (Tableau 6).

Les sujets sains (contrbles) etaient des personnes volontaires employées de I’hopital
Bichat ou de I’hopital Beaujon, ou des donneurs sains obtenus a partir de I’Etablissement
Francais du Sang (EFS, Paris, France). Un consentement écrit des patients a €t€ obtenu et I’étude

a été approuveée par le comité d'examen institutionnel de ’'INSERM.

Tableau 6. Caractéristiques et scores des patients

Nombre de Patients 32 Score de Child-Pugh 10,4(z0,3)
Age, année 57,4(x1,4) Child-Pugh Classe C, n(%) 21(66)
Femmes, n(%) 6(19) Score MELD* 19,1(x1,1)
Ascite, n(%) 28(88) Globules blancs, par mm® 7 650(£645)
Carcinome hépatocellulaire, n(%) 0(0) Traitement aux B-bloquants, n(%) 9(28)
Hépatite alcoolique aigué, n(%) 13(40) Traitement aux antibiotiques, n(%) 15(47)
Encéphalopathie, n(%) 8(25) Traitement aux corticostéroides, n(%) 0(0)
Albumine sérique, g/L 24,7(1,1)

Bilirubine sérique, umol/L 116,2(x21,2) | Historique des Patients

Créatinine sérique, pumol/L 94,6(+11,1) Décompensation aigué, n(%) 28(88)

La protéine C réactive (CRP), mg/L 17,3(x3,5) Infections bactériennes, n(%) 18(56)
Temps de prothrombine, % 45,7(x2,6) Hémorragies variqueuses aigués, n(%) 12(37)
Ration international normalisé 1,8(+0,1) Hépatite alcoolique aigué, n(%) 13(40)

+ Les valeurs de la variation standard de la moyenne, * MELD : Model of End-Stage Liver Disease.
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111.1.2. Réactifs

Les anticorps utilisés : antiphospho-ERK1/2(Thr202/Tyr204), antiphospho-p38MAP-
Kinases (Thrl80/Tyr182), et antiphospho-AKT (S473) provenaient de CellSignaling (Leyde,
Pays-Bas), anti-ERK1 et les anticorps conjugués a la peroxydase de Santa Cruz (Heidelberg,
Allemagne) et 1’anti-actine provenait de Millipore (Saint Quentin-en-Yvelines, France). Le
substrat de la myéloperoxydase, Dichlorure d'Ortho-Dianisidine (O-Dianisidine), provenait de
Sigma Aldrich (Saint Louis, Michigan, USA). Le substrat fluorescent de Myéloperoxydase (Kit
K-747) provenait de Biovision (Milpitas, Etat-Unis). Le cocktail d'inhibiteurs des protéases
provenait de Roche (Complete™, Roche). Le tampon de “stripping’ et de traitement des
membranes d’immuno-empreinte (western blot) provenaient de Pierce (Pierce Technology ;
Rockford, Etat-Unis). Les réactifs de préparation des gels polyacrylamide pour électrophorese
des protéines et pour I’immuno-empreinte provenaient de BioRad (Marnes la Coquette, France).
Le kit de transfert des protéines (Iblot®) provenait de Life Technologies (Saint Aubin, France).
CL097 était d'InvivoGen (San Diego, Etats-Unis). Le Ficoll-Hypaque était de GE Healthcare
(Life Science, Suede). Tous les autres réactifs étaient de Sigma Aldrich.

111.2. Méthodes

111.2.1. Isolement des neutrophiles

Les PN ont été isolés a partir de sang veineux hépariné (10 Ui /ml) provenant de patients
ou de donneurs sains. L’isolement des PN a été effectué dans des conditions d’asepsie totale en
trois étapes principales, une sédimentation des globules rouges avec du Dextran, une
centrifugation du surnageant sur un gradient Ficoll-Hypaque pour éliminer les leucocytes
mononuclées et une lyse des globules rouges (El Benna et coll., 1994). Brievement, le sang a été
dilué au demi avec du DextranT500 a 2% préparé dans du NaCl 0,9% stérile, puis laissé a
température ambiante pendant 30 min pour la sédimentation des globules rouges. Le surnageant
clair a eté récuperé puis centrifugé a 400 g pendant 10 min a 20°C. Les culots ont été suspendus
dans du tampon phosphate (PBS) et la suspension cellulaire a été déposée délicatement sur un
coussin de Ficoll-Hypaque (2:1, V/V). Les tubes ont été alors centrifugés a 400 g pendant 30 min
a 20°C. Les cellules mononuclées (lymphocytes et monocytes) ou "PBMC" (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) et plaquettes se retrouvaient ainsi concentrés a mi-hauteur du tube, en
dessous du plasma dilué et bien séparés des PN qui étaient concentrés dans le culot au fond du
tube avec les hématies (Schéma 17). Les PBMC ont été ensuite éliminés par aspiration. Le culot

des PN a été décollé délicatement et débarrassé des hématies par une breve lyse osmotique
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pendant 30-40 sec par addition d’un volume d’eau distillée. L’isotonicité a été rétablie par ajout
d’un méme volume de NaCl 1,8%. Les PN ainsi purifiés ont été centrifugés (400 g, 10 min), puis
lavés une fois avec du PBS et finalement resuspendus dans du tampon HBSS (Hanks Balanced
Salt Solution), pH 7,4 et contenant 0,90 mM Mg et 1,2 mM Ca®". Les PN ont ensuite été
comptés manuellement a 1’aide d’une cellule de Malassez apres coloration avec du Bleu Turck,
ou a I’aide d’un compteur de cellules, le Scepter (Millipore-Merck KGA, Darmstadt, Germany).
Les cellules ainsi préparées contenaient environ 95-98% de PN viables, quantifiées a l'aide du test
au Trypan bleu.

Sang «— Plasma

Centrifugation
4009/30min a 20°C

> «— PBMC

«— Ficoll®

Granulocytes
v: Hématies

Schéma 17. Séparation des différentes populations cellulaires au cours de ’isolement des neutrophiles
a partir du sang humain.

Ficoll®

111.2.2. Dégranulation des neutrophiles

La dégranulation des PN a été évaluée en mesurant préférentiellement ’activité de la
myéloperoxydase (MPO) libérée au cours de la stimulation des PN. Dans certaines expériences,
I’activité élastase a également été évaluée. Briévement, les PN (2 x 10°/ 400 pl HBSS) ont été
incubés dans des tubes Eppendorf a 37°C pendant 5min puis stimulés ou pas avec du fMLP dans
des conditions indiquées dans la Iégende des figures. Dans certaines expériences, la dégranulation
des PN a été potentialisée en prétraitant les cellules a 1’aide de la cytochalasine B (CB) a 0,5
pg /ml pendant 5 min (Nowak, 1990). Pour arréter la dégranulation, les tubes ont été maintenus
dans le méthanol glacé (- 80°C) pendant 4-5 sec puis conservés dans la glace. Les cellules ont
ensuite été centrifugées a 4°C et les surnageants ont été utilisés immédiatement pour le dosage de

Pactivité¢ de la MPO et de I’élastase. Dans certains tests, les culots de cellules ont été
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homogénéisés (10’cells/ml) dans du PBS contenant un cocktail d’antiprotéases pour dosage de
I'activité de la MPO totale, ou lysés dans le tampon Laemmli (Rolas et coll., 2013) et conservés a
-80°C pour des analyses par immuno-empreinte.

L'activité de la MPO a été mesurée a 1’aide d’une méthode spectrophotométrique adaptée
pour les microplaques de 96 puits, en utilisant son substrat colorimétrique spécifique, 1'0-
Dianisidine (Nowak, 1990). Briévement, les surnageants de dégranulation (50 pl) ont été pré-
incubés & 37°C dans des microplaques avec I'O-Dianisidine (200uM) et la réaction a été
déclenchée par ajout de peroxyde d’hydrogéne (H20,,) a la concentration finale de 4,4 mM dans
un volume final de 250 pul de tampon HBSS. La cinétique de 1’activité de la MPO a été suivie en
continu par lecture de 1’absorbance (ADO) a 460 nm a 1’aide d’un spectrophotométre lecteur de
microplaques thermostaté (THERMOmax'™, Molecular Device ; Californie, USA). L'activité
MPO a été calculée pendant les 3 premiéres minutes de la réaction et exprimée en A/10° cellules
ou en pourcentage des valeurs de contrdle. Dans quelques expériences, l'activité MPO a été
mesurée en utilisant son substrat fluorescent (Biovision) selon le protocole du fournisseur, a
I’aide d’un fluorimétre lecteur de plaques (Berthold Mithras LB 940).

Dans certains tests, la dégranulation des PN a été évaluée par dosage de 1’activité élastase,
un autre marqueur des granules azurophiles. L'activité de I'élastase des PN humains a été mesurée
en utilisant son substrat spécifique, le peptide N-méthoxy-Succinyl-Alanyl-Alanyl-Prolyl-p-
Nitroanalide (PBS ph7,4 ; DMSO 1%) (Vocks et coll., 2003). Les surnageants de dégranulation
(50 pl) ont été incubés avec le substrat (1,5 mM) dans des microplaques de 96 puits dans un
volume final de 250 pl de tampon HBSS. L'activité de 1’¢lastase a été évaluée en mesurant
I’absorbance a 405 nm a 37°C a Il‘aide d’un spectrophotométre lecteur de plaques
(THERMOmaxTM, Molecular Device, Californie, USA). En fin, L’activité de 1’élastase a été
exprimée en valeurs de DO pendant 3 min de lecture ou, dans certains tests, en pourcentage du

controle.
111.2.3. Implication des effecteurs de signalisation

La contribution d’AKT, de p38-MAPK et ERK1/2 dans la degranulation a été étudiée par
une approche pharmacologique en prétraitant les PN normaux pendant 15 min avec leurs
antagonistes sélectifs, AKTibl/2 (1-10uM), SB202190 (1-10uM) et U0126 (1-10uM)
respectivement. Ensuite, les PN ont été stimulés avec du fMLP (1uM) et la dégranulation a eté
étudiée selon le protocole detaillé auparavant. L’inhibition des trois effecteurs de signalisation a
éte vérifiée par immuno-empreinte a 1’aide d’anticorps spécifiques pour les formes phosphorylées
de ces effecteurs. Les anticorps utilisés étaient: antiphospho-S473 pour AKT, antiphospho-

Thr180/Tyr182 pour p38-MAPKinases, et antiphospho-Thr202/Tyr204 pour ERK1/2. Le
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protocole d’immuno-empreinte est detaillé ci-apres. Dans certaines expériences, la contribution
des TRL7/8 dans la dégranulation des PN a été étudiée en prétraitant les cellules a 1’aide d’un
agoniste synthétique de ces récepteurs, le CL097, dans les conditions indiquées dans les Iégendes

des figures.
111.2.4. Activité bactéricide des neutrophiles

Les PN (5 x 10° cellules) ont été préincubés a 37°C dans 200ul d’HBSS contenant 1% de
sérum et des bactéries (5 x 10*) d’E.coli vivantes opsonisées (Rolas et coll., 2013). La suspension
PN/bactéries a été ensuite stimulée avec du fMLP (1 uM) pendant 25 min sous agitation (200
rpm), et les tubes ont été stockés dans la glace. Les échantillons cellulaires ont été ensuite lysés
avec du Triton X100 (0,1%) pendant 10 min a température ambiante puis conservés dans la glace,
avant I’étalement (10 a 20 pl) sur un milieu Agar LB dans des boites de Pétri. Les boites ont été
incubées a 37°C pour une nuit et les colonies bactériennes formées ont été comptées soit

manuellement ou a I’aide d’un logiciel qui traite les images (ImageJ).
111.2.5. Explosion oxydative des neutrophiles

L’explosion oxydative (EO) a été évaluée en utilisant le test de réduction du cytochrome ¢
(Rolas et coll., 2013) spécifique pour le dosage de la production d'anion superoxyde (O,). Les
PN (10°), prétraités ou non, ont été incubés dans des cuvettes en plastique de 1 ml (10°
cellules/ml de tampon HBSS). Le cytochrome ¢ (80 mM) a été ensuite ajouté aux suspensions
cellulaires, et I’absorbance a été suivie a 550 nm pendant 5 min (valeurs de base) dans un
spectrophotomeétre thermostaté (Perkin ElImer Lambda 40). Les cellules ont ensuite été stimulées
avec du fMLP (1 puM). La réduction de cytochrome ¢ se traduit par une augmentation de
I’absorbance qui a été enregistrée en continu. La production totale d’anion superoxyde (02°) a
été calculée en soustrayant les valeurs de base de celles obtenues au plateau avec le fMLP. Les
résultats sont exprimés en nanomole d’anion superoxyde produit par 10°PN.

L’EO a également ét¢ mesurée a l'aide d'un test plus sensible, la chimiluminescence
amplifiée par le luminol (CL) (Rolas et coll., 2013). Briévement, les cellules (0,5 x10° cellules /
0,5 ml de tampon HBSS) ont été incubées avec 10 mM de luminol pendant 5 min. La CL a été
mesurée pendant 10 min (CL basale), puis les cellules ont été stimulées avec le fMLP (1uM) et la
réponse chimioluminescente été enregistrée a 1’aide d’un luminométre thermostaté (Berthold
Autolumat LB953). La réponse des PN a été calculee par soustraction les valeurs basales de
celles des pics obtenus avec le fMLP. Les résultats sont exprimés en pourcentage des valeurs du

controle considérées comme 100%.
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111.2.6. Analyse des protéines phosphorylées par immuno-empreinte (western-blot)

L’expression et ’activation des protéines d’intérét étudiées dans ce travail ont été
analysées par immuno-empreinte aprés séparation des protéines sur gel d’électrophorése SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Brievement, les cellules (3
x 10° PN) ont été lysées dans 200pl de tampon Tris-HCL (50 mM, pH 6,8) contenant
I’orthovanadate (2,5 mM), EDTA (2,5 mM), Urée (5 M), DTT , un cocktail d'antiprotéases
(Complete™ Roche) et 1X Laemmli (Tris-HCI 63 mM pH 6.8, Glycérol 10%, SDS 2%, 2-
Mercaptoéthanol 0,1%, Bleu de Bromophénol 0,01%) (Rolas et coll., 2013). Les protéines ont été
dénaturées pendant 5 min a 100°C et les échantillons ont été stockés a -80°C en vue des
expériences d’immuno-empreinte. Pratiqguement, les échantillons ont été homogénéisés par
sonication (5 sec) et les protéines ont été séparées sur un gel de gradient (3-12% ) d’acrylamide
en utilisant un tampon de migration contenant 0,025M de Tris-Base, 0,192M de Glycine et 0,1%
de SDS. Les protéines ainsi séparées ont été ensuite soumises a un transfert sur membrane de
nitrocellulose de 0,4 um de diamétre (Millipore) pendant 1h30min a 350mA en milieu semi-Sec
en utilisant un tampon de transfert a base de Tris (0,05M de Tris-Base, 0,095 M de Glycine, 0,08
% de SDS et 20% de Méthanol). Dans certaines expériences, le transfert a été effectué en milieu
semi-sec dans en utilisant le kit Iblot® selon les recommandations du fournisseur.

Apres transfert des protéines, la membrane a été colorée a I’aide du rouge Ponceau afin de
visualiser les protéines puis saturée pendant 1h dans du lait écrémé 5% préparé dans du PBS-
tween20 (PBS pH7,4; Tween20 0,05%). Les membranes ont ensuite été incubées avec les
anticorps primaires appropriés soit pendant 2 heures a température ambiante ou durant la nuit a
4°C. Apreés trois lavages avec un tampon PBS-Tween, les membranes ont été traitées pendant 45
min a température ambiante avec ’anticorps secondaire appropri¢ marqué a la peroxydase de
Raifort (Horse Radish Peroxydase) en vue de la révélation des complexes protéines-anticorps. La
visualisation des protéines a été réalisée a 1’aide du Kit ECL (Enhanced ChemiLuminescence)
(SantaCruz, Californie, USA) ou les signaux générés ont été détectés apres exposition d’un film
photosensible et révéles dans une développeuse automatique (Colenta 600 - Cégelec;
Courtaboeuf, France). Dans certaines expériences, la révélation a été réalisée a 1’aide d’un
anticorps secondaire couplé a la phosphatase Alcaline ; la détection des protéines a été alors faite
en ajoutant le substrat BCIP/NBT (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-phosphate/Nitro  Blue
Tetrazolium) qui permet une révélation colorimétrique de ’activité phosphatase alcaline. Les
différents signaux obtenus ont été quantifiés a 1’aide du logiciel ImageJ (NIH ImageJ 1.62

software).
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111.2.7. Restauration des réponses des PN de patients par I’agoniste des TLR7/8

Les PN (2 X 10° des patients et des contrdles sains ont été prétraités avec I’agoniste des
TLR7/8, CL097 (0,5-2 pg/ml), pendant 15 min & 37°C. Ensuite, les cellules ont été stimulées
avec du fMLP (1 uM) pendant 2 min et la dégranulation a été mesurée comme précédemment
décrit. Pour étudier I’effet de CL097 sur les effecteurs de la signalisation, les PN ont été prétraités
avec le CL097 (1 pg/ml), puis stimulés avec du fMLP (1 uM) pendant 1 min. L’activation des
effecteurs de signalisation a été étudiée par la technique d’immuno-empreinte selon le protocole
détaillé ci-dessus.

L’effet de 1’agoniste des TLR7/8 sur la bactéricidie des PN a également été évalué. Pour
ce faire, les PN (5 x 10°) ont été prétraités avec du CL097 (1,5 pg/ml) pendant 15 min, puis le test
de bactéricidie a été effectué en respectant le protocole rapporté ci-avant.

111.2.8. Quantification de ’ARNm deTLR7/8

L’expression du géne des récepteurs « Toll-Like » 7/8 (TLR7/8) dans les PN de patients et
les témoins a été étudiée par quantification des ARNm des deux récepteurs par la méthode
d’amplification en chaine par polymérase (PCR) quantitative. L’ ARN total a été extrait a partir de
5x10°PN homogénéisés dans 1ml Trizol® selon le protocole du fournisseur, et stocké & -80°C
jusqu’a utilisation. La quantification relative des ARNm des protéines d’intérét a été réalisée par
une PCR quantitative en temps réel (qQPCR). L’ADN complémentaire (cDNA) a été synthétisé a
partir de 1ug d’ARNm en utilisant 10mM d’Oligo dT et 200 unités de la réverse transcriptase
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). Les séquences des amorces d’ADN utilisées pour la gPCR
sont les suivantes: TLR8 sens: GAGCCGAGACAAAAACGTTC, TLR8 antisens:
TGTCGATGATGGCCAATCC ; TRL7 sens: TTACCTGGATGGAAACCAGCTAC, TLR7
antisens : TCAAGGCTGAGAAGCTGTAAGCTA. Les réactions de la gPCR ont été réalisées
dans un thermocycleur Roche LightCycler® 480 en utilisant un kit gPCR spécifique
(CliniSciences Kapa Sybr Fast gPCR kit) suivant le protocole du fournisseur. La quantification
de chaque échantillon a été faite en duplicata, et la courbe de fusion et le pic ont été controlés
pour chaque paire d'amorce. Les niveaux relatifs d'expression pour chaque géne ont été calculés

2—Act

suivant la méthode , avec normalisation a la GAPDH. Les résultats sont exprimés par rapport

a ’ARNm du TLRS8 du groupe témoin (n=12 dans chacun des groupes).
111.2.9. Effet du plasma des patients cirrhotiques sur la degraulation

Pour évaluer ’effet du plasma des patients cirrhotiques sur la dégranulation des PN, les
PN de témoins sains (5 x 10° cellules) ont été incubés pendant 12h & 37°C dans un incubateur
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sous COg, en présence soit de plasma de volontaires sains, de patients cirrhotiques ou du RPMI
(Roswell Park Memorial Institute medium 1640, Gibco). Apres traitement, les PN ont été lavés
avec du PBS, suspendus dans le HBSS, leur viabilité a été mesurée a 1’aide du Trypan bleu. Les
cellules ont ensuite été stimulées avec du fMLP (1 puM/2 min) et la dégranulation a été évaluée
selon le protocole détaillé ci-dessus. Les resultats sont exprimés en pourcentage des valeurs du
controle RPMI.

111.2.10. Analyse statistique

Les résultats exprimés représentent la moyenne d’au moins 3 tests différents + I’écart
moyen (SEM). Les différences significatives entres les moyennes ont été évaluées en utilisant le
test t de Student ou le test U de Mann-Whitney, avec un seuil de risque P < 0,05. La signification

statistique est indiquée sur les graphes par un astérisque (*).
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V. Résultats

IV.1. Caractérisation de la dégranulation de la MPO des neutrophiles humains stimulés par
le fMLP

, L’objectif de cette premicére partic est de définir les conditions optimales de
dégranulation de la MPO des PN de maniére approfondie en vue de rechercher des parameétres
permettant de comprendre la grande susceptibilité aux infections bactériennes des patients atteints
d’une cirrhose hépatique alcoolique décompensée. La dégranulation de la MPO a également été
étudiée au niveau transductionnel en comparant 1’état d’activation des effecteurs majeurs de
signalisation dans des PN normaux et issus de patients, en réponse a leur stimulation a I’aide du
tripeptide d’origine bactérienne, le fMLP. L’activit¢ de la MPO libérée dans le milieu
extracellulaire a été utilisée comme marqueur de la dégranulation des PN.

Dans une premiere étape, il était important de déterminer les conditions optimales de la
dégranulation des PN induite par le fMLP, en fonction du temps et de la concentration de fMLP.
Ces deux parametres nous permettraient de déceler d’éventuelles anomalies au niveau la
dégranulation de la MPO et/ou I’activation des effecteurs de la signalisation intracellulaire. Ainsi,
la cinétique de libération de la MPO des PN stimulés avec du fMLP (1 pM) a été suivie pendant
5 min. Elle montre une activation rapide des PN par le fMLP, avec cependant 2 phases distinctes
(Figure 1A). Le fMLP induit une libération extrémement rapide de la MPO pendant la premiére
minute de stimulation, soit environ 75% de la dégranulation maximale mesurée. Ensuite,
I’intensité de dégranulation diminue et tend a se stabiliser méme aprés une durée d’incubation
relativement longue avec le fMLP (jusqu’a 30 min). Ces résultats montrent que deux mécanismes
distincts de dégranulation sont mis en ceuvre dés les premiéres minutes de stimulation des PN.
Ainsi, afin de détecter une possible anomalie de libération de la MPO, il conviendrait d’étudier la
dégranulation dans les temps précoces d’activation des PN (1-3 min) lorsque les mécanismes de
dégranulation optimales sont mis en ceuvre.

Pour examiner 1’effet concentration du fMLP, les PN ont été stimulés avec des faibles et
fortes concentrations de fMLP variant de 10 a 1000 nM pendant 3 min. Les résultats montrent
qu’une faible dégranulation de la MPO est détectable en présence de 100 nM de fMLP (Figure
1B). A partir de 200 nM, la dégranulation de la MPO augmente progressivement avec une
activité de la MPO maximale atteint avec 1uM de fMLP, concentration qui sera adoptée pour les

futures expériences.
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Figure 1. Détermination des paramétres de dégranulation des neutrophiles humains. Les neutrophiles de
donneurs sains ont été stimulés avec du fMLP (1uM) pendant différentes périodes (0-5 min) (A), ou avec
du fMLP (10-1000 nM) pendant 2min (B). La dégranulation de PN a été suivie par mesure de I’activité de
la MPO dans le surnageant (A-C, E) ou dans les culots (D). La libération de la MPO a également été
évaluée par détection de la protéine en immuno-empreinte (Western blot). L’activité de la MPO est
exprimée en ADO pendant 3min (n=3 dans chaque expérience, *p<0.05)

La dégranulation de la MPO a également été mesurée par une autre technique, par
immuno-empreinte a 1’aide d’un anticorps spécifique de la MPO. Les résultats montrent que
I’augmentation de I’activité de la MPO dans le surnageant de PN stimulés par le fMLP/CB est
bien associée a une augmentation de la protéine (Figure 1C). D’autre part, cette augmentation
d’activité¢ de la MPO dans le surnageant de dégranulation est associée avec une diminution de
I’activité¢ de la MPO résiduelle dans les culots des PN stimulés, également corrélée avec une
diminution de la protéine détectée par immuno-empreinte (Figure 1D). Cette approche permet
d’avoir un autre moyen de controle pour évaluer une possible anomalie d’expression de la
protéine et qui affecterait la dégranulation des PN provenant notamment des patients. Cependant,
cette approche nécessite certaines précautions techniques. En effet, nous avons observé que
I’incubation prolongée a 37°C des surnageant de degranulation induite par le fMLP induit une

diminution de I’activité de la MPO qui est proportionnelle au temps d’incubation (Figure 1E).
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Cette diminution serait due a une deégradation protéolytique de la MPO comme le montre
I’analyse par immuno-empreinte de la MPO (Figure 1E). Ces résultats montrent la nécessité de
bien conserver les surnageants de dégranulation dans la glace et de doser son activité de la MPO
rapidement pour éviter la dégradation de la MPO et la perte de son activité qui pourrait apporter

des artéfacts a I’analyse des résultats.

IV.2. Défaillance sévere de dégranulation de la MPO des neutrophiles de patients ayant une
cirrhose alcoolique décompensée

La MPO joue un réle important dans les mécanismes de défense anti-infectieuse de
I’organisme, en participant directement a la fonction bactéricide des phagocytes. Dans certaines
pathologies comme la cirrhose hépatique décompensée, les patients meurent généralement
d’infection (sepsis, péritonite) en raison d’une défaillance des activités antibactériennes des PN.
En vue de rechercher des anomalies de dégranulation de la MPO des PN de patients cirrhotiques,
I’activité de la MPO libérée dans le milieu extracellulaire a été évaluée apres stimulation des PN
dans les conditions optimales déterminées ci-dessus a 1’aide du peptide fMLP, Les conditions
standard d’analyse de la dégranulation ont été ainsi utilisées tout le long de 1’étude de manicre a
pouvoir comparer les réponses des PN de patients et celles des PN de donneurs sains, obtenues a
des jours différents.

La stimulation des PN de donneurs sains dans les conditions optimales avec du fMLP (1
uM) induit une dégranulation de la MPO d’environ 10% (Figure 2A) par rapport au contenu total
de la MPO (Figure 2C), ce qui reste relativement faible. Dans ces mémes conditions, les PN des
patients cirrhotiques présentent un déficit de dégranulation de la MPO de 75 %, comparé a celle
des PN controles (Figure 2A et C). Pour rechercher des pistes biochimiques derriére cette
défaillance, la dégranulation de la MPO a été ensuite étudiée a I’aide de la cytochalasine B (CB),
un agent pharmacologique largement utilisé pour booster la dégranulation des PN en raison de
son action sur le cytosquelette. Le prétraitement des PN par la CB (0.5 pg/ml) améliore nettement
la dégranulation des PN induite par le fMLP (Figure 2B). Cependant, I’efficacité de la CB est du
méme ordre (3-4 fois) dans les deux groupes de PN, contrdles et patients (Figure 2B). Ces
résultats suggerent que la défaillance de dégranulation observée chez les patients cirrhotiques ne
serait pas due a une altération majeure du cytosquelette des PN, mais a d’autres causes incluant
une possible altération du stock intracellulaire, de D’activit¢ de la MPO, ou encore des

mécanismes de signalisation qui régulent la dégranulation des PN.
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Figure 2. Défaillance sévére de dégranulation de la MPO des neutrophiles de patients ayant une cirrhose
alcoolique décompensée. Les PN de donneurs sains (Controle) et de patients cirrhotiques ont été
prétraités en absence (A) ou en présence de la cytochalasine B (5 pg/ml; 5 min) (B) avant leur stimulation
avec le fMLP (1uM; 2min).L’activité de la MPO a été mesurée dans le surnageant de dégranulation et est
exprimée en ADO pendant 3min (n= 14 dans chaque groupe; *p <0.05 versus contrdle). (C) L’activité de
la MPO dans I’homogénat des PN au repos ou stimulés avec le fMLP, exprimée en ADO pendant 3min
(n=7, *p <0.05). (D) Expression de la MPO analysée par immuno-empreinte dans les PN controle et de
patients cirrhotiques, et quantification de la MPO (E) exprimée pourcentage de ’actine (n= 13 dans
chaque groupe).

Pour examiner si le stock de la MPO des PN des patients cirrhotiques était altéré, les PN
(contrbles et patients) au repos ou stimulés avec du fMLP (1uM) ont été lavés une fois pour se
débarrasser du surnageant de dégranulation. Ensuite les PN ont été homogénéisés par sonication
en vue de quantifier la MPO intracellulaire par deux méthodes : dosage de 1’activité, et analyse de
I’expression par immuno-empreinte. Les résultats montrent qu’en absence de stimulation,
I’activité de la MPO est similaire dans les homogénats des PN issus des deux groupes (Figure
2C). Cependant, apres stimulation par le fMLP, ’activité de la MPO diminue significativement
dans I’homogénat des PN contrdles suite a sa libération par exocytose, contrairement aux PN de
patients cirrhotiques (Figure 2D). De plus, I’expression totale de la MPO analysée par immuno-
empreinte ne montre pas de différence significative dans les deux groupes, indiquant ainsi que la

synthése de la MPO n’est pas altérée au cours de la cirrhose alcoolique avancée.
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IV.3. La défaillance de dégranulation des PN des patients cirrhotiques est associée a un

défaut de signalisation intracellulaire initié par le fPR, le récepteur du fMLP

Les résultats rapportés ci-dessus indiquent que la défaillance de dégranulation de la MPO
induite par le fMLP dans les PN de patients cirrhotiques ne proviendrait pas d’un déficit du pool
intracellulaire de la MPO, ni de son activité. Ceci laisse suggérer que cette défaillance serait
probablement due & une dérégulation des mécanismes de signalisation intracellulaire induits via
le récepteur du fMLP (fPR) qui contrdle la dégranulation des PN.

Afin d’explorer davantage cette hypothése, nous nous sommes proposés d’étudier la
signalisation intracellulaire initi¢ par le fMLP, tout d’abord au niveau de 1’état d’activation de
trois effecteurs majeurs, AKT (protéine kinase B, PKB), p38-MAPK et p44/42-MAP Kinase
(ERK1/2). Ensuite, la contribution respective de ces trois effecteurs dans la dégranulation des PN
n’étant pas connue, a €t¢ ainsi étudiée dans les PN normaux. Pour ce faire, les PN ont été
stimulés dans des conditions optimales avec du fMLP (1 uM) pendant 2min et la phosphorylation
des trois effecteurs a été analysée par immuno-empreinte a 1’aide d’anticorps spécifiques des
formes phosphorylées de ces effecteurs.

Nos résultats montrent qu’en absence de stimulation (au repos), la p38-MAPK montre une
faible phosphorylation basale dans les deux groupes de PN, ce qui n’est pas observé pour AKT et
ERK1/2 dans les deux groupes de PN. La stimulation des PN par le fMLP, entraine une forte
phosphorylation rapide d’AKT, p38-MAPK et ERK 1/2 dans les PN sains (Figure 3A). Par
contre, la phosphorylation de ces trois effecteurs dans les PN des patients cirrhotiques était
fortement défaillante (Figure 3B, C et D). Pour déterminer si cette défaillance d’activation des
effecteurs n’est pas due a un deficit de protéines, leur expression a été également quantifiée par
immuno-empreinte. Les résultats montrent que 1’expression des trois effecteurs étudiés n’est pas
significativement altérée dans les PN issus de patients cirrhotiques (Figure 4A et B).

Nous avons ensuite analysé 1’état d’expression du récepteur membranaire du fMLP (fPR)
par immuno-empreinte, car c’est a ce niveau que sont initiés les signaux a 1’origine des
différentes cascades de signalisation intracellulaire. Les résultats montrent qu’il n’y a pas de
différence significative dans 1’expression du fPR des PN de patients par rapport a celle des PN
normaux(Figure 4C et D), suggérant ainsi que la défaillance de dégranulation des PN de patients

cirrhotiques n’est pas liée a un déficit de synthese du fPR.
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Figure 3. Défaillance de D’activation des effecteurs de signalisation induite par le fMLP dans les PN des
patients cirrhotiques. (A) les PN sains (Controle) et de patients cirrhotiques ont été stimulés avec du
fMLP (1puM; 1min). (B-D) La phosphorylation d’AKT(S473), p38-MAPKinase et p44/42-MAPKinase
(ERK1/2) a été quantifiée et exprimée en pourcent des valeurs Controle obtenues avec le fMLP (n= 4-6
dans chaque groupe; *p <0.05 versus contréle).

L’ensemble des résultats ci-dessus indiquent que les PN de patients cirrhotiques
présentent un défaut d’activation des trois effecteurs majeurs (AKT, p38-MAPK et ERK1/2)
impliqués dans la transduction intracellulaire du signal initialement généré a la membrane
plasmique par I’interaction du fPR avec le fMLP. Cependant, la contribution respective de ces
trois effecteurs majeurs dans la libération de la MPO des PN reste inconnue a ce jour. Il était ainsi

important d’évaluer leur degré d’implication dans les mécanismes de la dégranulation des PN.
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Figure 4. L’expression des effecteurs majeurs de signalisation n’est pas altérée dans les PN des patients
cirrhotiques. Les PN sains (Contr6le) ou de patients cirrhotique ont été homogénéisés dans le tampon
Trizol® pour I’extraction des protéines. L’expression totale des protéines d’intérét (AKT, p38, ERK et
fPR) a été étudiée par immuno-empreinte (A, C), quantifiée (B, D) et exprimée en pourcent de contréle ou
de I’actine (n=7 dans chaque groupe).

IV.4. Implication majeure d’AKT et p38-MAPK mais pas deERK1/2 dans la dégranulation
de la MPO des PN stimulés par le fMLP

Pour étudier la contribution d’AKT, de p38-MAPK et ERK1/2 dans la libération de la
MPO des PN, une approche pharmacologique a été choisie basée sur 1’inhibition des effecteurs a
I’aide d’antagonistes sélectifs dans des PN de donneurs sains.

L’inhibition des effecteurs de signalisation a été¢ vérifiée par immuno-empreinte a 1’aide
d’anticorps spécifiques pour les formes phosphorylées de ces effecteurs. Ainsi, le prétraitement
des PN avec des concentrations d’AKTibl/2 (1-10 pM)qui inhibent complétement la
phosphorylation d’AKT induite par le fMLP (Figure 5A et B), réduit la dégranulation nette
induite par le fMLP d’environ 40 a 50% (Figure 5C), sans altérer la dégranulation basale ni
I’activité de la MPO (Figure 5D). Pareillement, le blocage de la phosphorylation de p38-MAPK
(Figure 6A et B) par le SB202190 (1-10 uM) inhibe de 50% la dégranulation des PN normaux
stimulés avec du fMLP (Figure 6C), sans affecter la dégranulation basale ni I’activité de la MPO
(Figure 6D).
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Figure 5. AKT est un effecteur majeur dans la dégranulation de la MPO dans les PN. (A-B) Les PN de
donneurs sains ont été prétraités pendant 20min en absence (contrdle) ou en présence de I’antagoniste
d’AKT, I’AKTibl1/2 (0-10uM), puis stimulés avec du fMLP (1uM/2min). La phosphorylation
d’AKT(S473) a été quantifiée et exprimée en pourcent des valeurs contrdles obtenues avec le fMLP (n= 4;
*p <0.05). (C) Les PN de donneurs sains ont été prétraités pendant 20min en absence (contréle) ou en
présence d’AKTibl1/2 (0-10uM), puis avec de la cytochalasine B pendant 5 min. Les cellules ont été
ensuite stimulées avec du fMLP (1uM/2min), la libération de la MPO a été quantifiée et exprimée en
pourcent des valeurs du contrdle fMLP (n=6; *p<0.05). (D) Le surnageant de dégranulation obtenu avec
le fMLP a été incubé en présence d’AKTib1/2(10uM) pendant 20 min puis 1’activité de la MPO a été
quantifiée et exprimée en pourcent des valeurs du contréle.
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Figure 6. La p38-MAPKinase est un effecteur majeur dans la dégranulation de la MPO dans les PN. (A-B) Les
PN de donneurs sains ont été prétraités pendant 20min en absence (contrdle) ou en présence de
I’antagoniste de p38-MAPK, le SB202190 (0-10 puM), puis stimulés avec du fMLP (1 pM/2 min). La
phosphorylation de p38-MAPK a été quantifiée et exprimée en pourcent des valeurs Controle obtenues
avec le fMLP (n=4; *p <0.05). (C) Les PN de donneurs sains ont été prétraités pendant 20min en absence
(contrdle) ou en présence de SB202190 (0-10uM), puis avec de la cytochalasine B pendant 5 main. Les
cellules ont été ensuite stimulées avec du fMLP (1 uM/2 min), la libération de la MPO est quantifiée et
exprimée en pourcent des valeurs du contrdle fMLP (n=6; *p<0.05). (D) Le surnageant de dégranulation
obtenu avec le fMLP a été incubé en présence le SB202190 (10uM) pendant 20min puis ’activité de la
MPO est quantifiée et exprimée en pourcent des valeurs du controle.

Ces resultats montrent que AKT et p38-MAPK sont des effecteurs majeurs dans la
transduction du signal de dégranulation dans les PN activés avec du fMLP. Cependant, AKTib1/2
et SB202190 réduisent la dégranulation des PN avec la méme efficacité (prés de 50%) (Valeurs

d'ICso dans le Tableau 7), suggérant la possibilité que les deux effecteurs AKT et p38-MAPK
interviennent dans la méme voie de signalisation.
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Ceci nous a incité a examiner si p38-MAPK serait activée en aval d’AKT. Pour cela, les
PN ont été traités avec AKTib1/2 (3uM), ce qui réduit de 50% la phosphorylation de p38-MAPK
induite par le fMLP (Figure 7A et B). Cependant, cette réduction est observée sur la
phosphorylation mesurée apres une minute de stimulation des PN, mais pas pour des temps plus
courts (30sec).Ces résultats indiquent que la p38-MAPK est activée via deux processus, 1’un est
inhibable par AKTib1/2 confirmant ainsi notre hypothése que p38-MAPK serait activée en aval
d’AKT, et I’autre indépendant d’AKT.
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Figure 7. La p38-MAPKinase est activée en aval d’AKT dans la cascade de signalisation induite par le fMLP
dans le neutrophile. (A-B) Les PN de donneurs sains ont été prétraités pendant 20min en absence
(contrdle) ou en présence de ’antagoniste d’AKT, I’AKTib1/2 (0-10uM), puis stimulés avec du fMLP (1
uM/2 min). La phosphorylation d’AKT(S473) et de la p38-MAP Kinase a été quantifiée et exprimée en
pourcent des valeurs contrdles obtenues avec le fMLP (n= 4; *p <0.05).

Tableau 7. Valeurs d'ICs, des différents inhibiteurs sur la dégranulation et I’activation des effecteurs majeurs
de la signalisation.

Inhibiteur Dégranulation” AKT p38-MAPK ERK1/2
Aktib1/2 3-5 uM 2-3 uM 2-3 uM -
SB202190 3-5 uM - 3-5uM -

U0126 - - - 2-3 uM

“IC50 déterminée sur la réponse nette du fMLP aprés soustraction de la dégranulation basale
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Figure 8. L’antagoniste de ERK1/2, U0126, interfére avec D’activité de la MPO dans le surnageant de
dégranulation. (A-B) Les PN de donneurs sains ont été prétraités pendant 20min en absence (contréle) ou
en présence de I’antagoniste de p44/42-MAPK (ERK1/2), I’'U0126 (0-10 pM), puis stimulés avec du
fMLP (1 pM/2 min). La phosphorylation de p44/42-MAPK a été quantifiée et exprimée en pourcent des
valeurs contrbles obtenues avec le fMLP (n= 4; *p <0.05). (C) Les PN de donneurs sains ont été prétraités
pendant 20min en absence (contr6le) ou en présence de U0126 (0-10uM), puis avec de la cytochalasine B
pendant 5 main. Les cellules ont été ensuite stimulées avec du fMLP (1uM/2min), la libération de la MPO
est quantifié et exprimée en pourcent des valeurs du contrdle fMLP (n=6; *p<0.05). (D) Le surnageant de
dégranulation obtenu avec le fMLP est incubé en présence le U0126 (10uM) pendant 20min puis I’activité
de la MPO est quantifiée et exprimée en pourcent des valeurs du contr6le.

Concernant, la voie des p44/42MAPK, [D’inhibition complete de I’activation de ERK1/2
par son antagoniste U0126 (Figure 8A et B) est également associée a une tres forte inhibition de
la dégranulation de la MPO des PN stimulés avec du fMLP (Figure 8C). Cette inhibition quasi-
complete nous est apparue suspecte suggérant un possible artefact technique. En fait, elle s’est
avérée €tre due a une interférence de 1’'U0126 avec ’activité de la MPO comme le montre la
forte inhibition de I’activité de la MPO d’un surnageant de dégranulation qui avait été prétraité
avec I’antagoniste UO126 (Figure 8D). Pour pallier a cette contrainte technique, nous avons
choisi de mesurer un autre marqueur de dégranulation, I’activité de 1’¢lastase qui est localisée

dans les mémes granules azurophiles que la MPO.
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Figure 9. ERK1/2 ne serait pas impliquée dans la dégranulation des PN stimulés par le fMLP. (A) Les PN de
donneurs sains ont été prétraités pendant 20min en absence (contréle) ou en présence de U0126 (0-10
1M), puis avec de la cytochalasine B pendant 5 min. Les cellules ont été ensuite stimulées avec du fMLP
(1 pM/2 min), la libération de 1’¢élastase a été quantifiée et exprimée en pourcent des valeurs du contrdle
fMLP (n=6; *p<0.05). (B) Le surnageant de dégranulation obtenu avec le fMLP est incubé en présence le

U0126 (10 uM) pendant 20 min puis ’activité élastase a été quantifiée et exprimée en pourcent des
valeurs du controle.

L’inhibition de ERK1/2 par U0126 dans les PN ne montre aucun effet ni sur la libération
de I’¢lastase induite par du fMLP (Figure 9A), ni sur I’activité élastasique dans le surnageant
(Figure 9B). Cependant, 1’U0126 est bien actif car il inhibe partiellement (35%) la génération du
superoxyde induite par le fMLP (Figure 9A). Ces résultats suggérent ainsi que ERK1/2 ne
seraient pas significativement impliquées dans les mécanismes de dégranulation des PN induite
par le fMLP. Cependant, ERK1/2 contribuerait partiellement dans la signalisation impliquée dans
la réponse oxydative des PN, ce qui est en accord avec d’autres travaux antérieurs (Djerdjouri et

coll., 1999 ; Paruch et coll., 2006 ; Patel et coll., 2010).

IV.5. L’agoniste des récepteurs Toll 7/8 (TLR7/8), le CL097, potentialise la dégranulation

des PN normaux et corrige la défaillance de degranulation dans les PN des patients
cirrhotiques

Les résultats rapportés ci-dessus suggérent fortement que le déficit de la dégranulation des
PN de patients cirrhotiques serait li¢ a une défaillance d’activation de la voie AKT/p38-MAPK. Il
a été montré par ailleurs que la p38-MAPK peut également étre activee dans des PN normaux via

d’autres types de récepteurs de I’immunité, les récepteur de type "Toll" (Toll-Like Receptors 7/8,
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TLR7/8) intracellulaires, notamment a I’aide du CL097, un de leurs agonistes synthétiques. Les
travaux du laboratoire d'accueil avaient montré que cet agent potentialise également 1’explosion
oxydative des PN, mesurée par la production d’anion superoxyde (Makni-Maleej et coll., 2012).
Dans ce contexte, il nous paraissait ainsi judicieux de déterminer si les PN de patients
cirrhotiques répondent a I’activation des TLR7/8 et si cette approche pouvait permettre
d’améliorer la dégranulation de la MPO, ce qui présenterait un intérét thérapeutique potentiel.

Dans cette deuxieme partie de ce travail, notre objectif principal était de comparer les
effets de 1’activation des TLR7/8 par le CL0O97 sur la dégranulation de la MPO des PN normaux
et issus de patients cirrhotiques, sur les voies de signalisation intracellulaires impliquées, ainsi
que I’activité bactéricide des PN.

Le prétraitement des PN normaux avec du CL097 (0.5, 1 et 2 pg/ml) pendant 10min
induit une potentialisation de la dégranulation de la MPO induite par le fMLP de maniere
dépendante de la concentration (Figure 10A). Cet effet potentialisateur est également observé sur
les PN des patients (Figure 10A). De facon intéressante, la potentialisation de la dégranulation de
la MPO est plus prononcée avec les PN des patients et permet ainsi de restaurer un taux de
dégranulation physiologique comparable a celui observé avec les PN normaux (Figure 10A). Ces
résultats montrent ainsi que le déficit de dégranulation de la MPO des PN chez les patients
cirrhotiques est réversible. Ils suggerent par ailleurs que cet effet bénéfique du CLO97

proviendrait d’une modification des voies de signalisation induite par le fMLP dans les PN.
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Figure 10. L’antagoniste des TLR7/8 restaure la dégranulation induite par le fMLP des PN de patients
cirrhotiques. (A) Les PN de donneurs sains (contr6le) et de patients cirrhotiques ont été prétraités pendant
15min en absence (contrdle) ou en présence de I’agoniste des TLR7/8, le CL097 (0.5-2 pg/ ml), puis
stimulés avec du fMLP (1 pM) pendant 2 min. La libération de la MPO a été quantifiée et exprimée en
DO nette obtenue pour 10°ellules/3min (n=5; *p<0.05 versus contrdle). (B) Le surnageant de
dégranulation obtenu avec le fMLP a été incubé en présence le CL097 (2ug/ml) pendant 20min, puis
I’activité de la MPO est quantifiée et exprimée en pourcent des valeurs du contrdle.
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IV.6. Le CL097 potentialise la phosphorylation d’AKT et de p38-MAPK et réverse leur

activation défaillante dans les PN des patients

Pour mieux comprendre le mécanisme par lequel le CL097 corrige le déficit de la
dégranulation des PN des patients, nous avons étudié son effet sur les deux effecteurs majeurs de
la signalisation impliquée dans la dégranulation, en I’occurrence : AKT et p38-MAPK dont
I’activation était défaillante dans les PN des patients cirrhotiques (Figure 2).

Le prétraitement des PN sains et des patients avec le CL097 (1.5 pg/ ml) pendant 10 min
induit une forte potentialisation de la phosphorylation d’AKT induite par le fMLP (Figure 11A-
D). Cette potentialisation est beaucoup plus prononcée dans les PN des patients cirrhotiques ou
on observait une faible phosphorylation induite par le fMLP (Figure 11B et D). De plus, la
phosphorylation d’AKT induite par le fMLP est maintenue dans le temps (jusqu'a 30min) en
présence de CL097, alors qu’elle retourne rapidement au niveau basal en absence de 1’agoniste
des TLR7/8 (Figure 11A-D). L’effet potentialisant de CL097 était plus flagrant sur I’activation
de p38-MAPK. Le CL097 potentialise fortement la phosphorylation basale de p38-MAPK ainsi
que celle induite par le fMLP (Figure 11A, B, E et F). Pareillement a son effet sur AKT, la
phosphorylation de p38-MAPK induite par le fMLP est maintenue pour longtemps (plus de 30
min) en présence de CL097 dans les deux groupes de PN, alors qu’elle retourne rapidement au
niveau basal en absence de I’agoniste des TLR7/8 (Figure 11A, B, E et F).

Pareillement a son effet sur AKT, la phosphorylation de p38-MAPK induite par le fMLP
est maintenue pour longtemps (plus de 30min) en présence de CL097 dans les deux groupes de
PN, alors qu’elle retourne rapidement au niveau basal en absence de 1’agoniste des TLR7/8
(Figure 11A, B, E et F).

Ces résultats confirment clairement notre hypothese, avancée ci-avant, que le déficit de
dégranulation de la MPO des PN des patients est liée a une défaillance de 1’activation de la voie
AKT et de p38-MAPK, que nous avions impliquées comme effecteurs majeurs dans la
dégranulation de la MPO induite par le fMLP. Ceci suggere également qu’une défaillance de
transduction des signaux en amont d’AKT pourrait étre a I’origine de ce déficit, du fait que le
CL097 restaure I’activation des effecteurs de la signalisation ainsi que la dégranulation de la

MPO chez les patients cirrhotiques.
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Figure 11. Le CL097 potentialise la phosphorylation d’AKT et de p38-MAPK et réverse leur activation
défaillante dans les PN des patients. (A, B) Les PN de donneurs sains (contrdle) et de patients
cirrhotiques ont été prétraités pendant 10 min en absence ou présence de 1’agoniste des TLR7/8, le CL097
(1 pg/ml), puis stimulés avec du fMLP (1 uM) pendant différentes périodes de temps.(C-F) La
phosphorylation d’AKT et de p38-MAPK a été quantifiée et normalisée par rapport a ’actine, et le rapport
est exprimé en pourcent des valeurs maximales du contr6le obtenues avec le fMLP (n=4-5; *p<0.05versus
controle).
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IV.7. La restauration de la dégranulation de la MPO et de I’activation d’AKT et de p38-
MAPK par le CL097 est médiée principalement via TLR8

Le CLO97 est connu pour activer a la fois TLR7 et TLR8. Cependant, dans le PN humain,
I’existence du TLR7 fait 1’objet de débat (Janke et coll., 2009 ; Berger et coll. 2012). Pour
vérifier I’expression des TLR8/7 dans les PN des patients cirrhotiques, nous avons procédé dans
un premier temps par ’analyse en immuno-empreinte, mais nous avons rencontré quelques
problémes techniques liés aux anticorps primaires utilisés, notamment un signal tres faible,
plusieurs bandes reconnus (produits dégradés ou signal non spécifique) et aucun signal pour
TLR7. Nous avons donc changé de stratégie et nous avons analysé I'expression de TRL au niveau
de I'ARNm en utilisant un kit spécifique de RT-qPCR. Les résultats montrent une expression
similaire de TRL8 dans les PN des controles et des patients cirrhotiques (Figure 12). Cependant,
le TLR7 n’était pas détectable dans les PN des deux groupes de donneurs, ce qui est en accord
avec les données de la littérature. Ces résultats nous permettent ainsi de proposer que la
restauration de D’activation d’AKT et de la p38-MAPK, associée a une restauration de la
dégranulation de la MPO par le CL097, est médiée préférentiellement via le TLR8.
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Figure 12. Expression des TLR7/8 dans les PN de donneurs sains et de patients. L’ARN de 5x10° PN de
controles et de patients cirrhotiques a été extrait dans le Trizol®. Ensuite, la RT-gPCR de TLR7 et TLR8 a
été réalisée en duplicata. Les moyennes (+ SEM) de différentes valeurs de controle et de patients sont
calculées, et I’expression relative de TLR7 et 8 est exprimée en utilisant les valeurs de TLR8 du contrdle
comme référence (n=12 dans chaque groupe).
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IVV.8. Défaillance de D’activité bactéricide dans les PN des patients cirrhotiques, et sa
restauration par le CL097

La dégranulation des PN humains est I’un des mécanismes majeurs impliqués dans leur
fonction bactéricide. Il en résulterait ainsi que la défaillance de signalisation et de libération de la
MPO des PN des patients pourrait affecter activité bactéricide des PN. Pour examiner cette
hypothése, nous avons utilisé un modéle particulier de bactéricidie par les PN stimulés par le
fMLP mis au point dans notre laboratoire (Rolas et coll., 2013). L’incubation des PN témoins
avec des bactéries E.coli opsonisées, suivie de leur stimulation par le fMLP réduit
significativement (25-30%) la viabilité bactérienne (Figure 13A), contrairement aux PN des
patients qui ne montrent aucun effet bactéricide (Figure 13A).

Dans d’autres tests, les PN ont été prétraités avec du CL097 (1.5 pg/ml) pendant 10 min
préalablement a leur incubation avec les bactéries. De facon intéressante, le CL097 seul induit
une activité bactéricide significative des PN de deux groupes, contréles et patients (Figure 13 B
et C). De plus, le CL097 potentialise fortement I'activité bactéricide dans les PN des patients
stimulés par le fMLP, tandis qu'une augmentation non significative a été observée avec les PN
des contrbles. Cet effet bénéfique du CL097 est bien dépendant des PN car I’incubation des
bactéries seules avec le CL097 in vitro, ne modifie pas leur viabilité (Résultats non montrés).
L’ensemble des résultats permettent ainsi de déduire que l'activation de TLRS8 pourrait corriger le

déficit de bactéricidie des PN des patients cirrhotiques.
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Figure 13. Défaillance de I'activité bactéricide des PN de patients cirrhotiques et restauration par le CL097.
(A) Les PN de donneurs sains (Contrdle) et de patients cirrhotiques ont été incubés avec E. coli pendant
5min, puis stimulés ou non (PBS) avec du fMLP (1 uM) pendant 25min. (B, C) Les PN incubés avec les
bactéries ont été prétraités en absence (PBS) en présence de CL097 (1ug/ml) pendant 2min avant leur
stimulation avec le fMLP (1 uM) pendant 25 min. Les cellules ont été lysées et les bactéries viables ont
été quantifiées et exprimées en pourcent du controle (A), ou en % de cellules non traités (PBS) dans les
deux populations cellulaires (B, C) (n=6 dans chaque groupe, *p< 0.05).
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IV.9. Le plasma des patients cirrhotiques réduit la dégranulation de la MPO des PN
normaux stimulés avec du fMLP

En vue de comprendre davantage les mécanismes initiateurs de défaillance de
dégranulation des PN de patients, nous avons exploré I’effet du plasma des patients cirrhotiques
sur la dégranulation des PN stimulés par du fMLP, considérant que les jeunes PN qui arrivent
dans le sang subissent des modifications du fait de leur interaction avec les substances nuisibles
du plasma. Pour cela, I’effet du plasma des patients et de donneurs sains a été comparé sur la
dégranulation de la MPO dans les PN normaux. Les PN ont été prétraités toute la nuit dans 1ml
RPMI en présence de 25% de plasma de patients ou de controles, puis lavés deux fois dans le
PBS. Les PN sont ensuite stimulés avec du fMLP (1uM) pour la dégranulation. Les résultats
montrent que le plasma des témoins augmente aussi bien la dégranulation basale de la MPO que
celle induite par le fMLP en comparaison avec le RPMI pris comme contr6le (Figure 14). En
revanche, le plasma des patients cirrhotiques, qui a aussi tendance a augmenter la dégranulation
basale du méme ordre que le plasma control, réduit fortement la dégranulation des PN stimulés
avec le fMLP. Ces résultats suggérent que le plasma des patients contiendrait des substances qui
agissent vraisemblablement via des protéines membranaires induisant des modifications
persistantes qui inhibent la signalisation intracellulaire et la dégranulation des PN stimulés avec
le fMLP.
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Figure 14. Le plasma des patients cirrhotiques inhibe la dégranulation des PN normaux stimulés avec du
fMLP. Les PN de donneurs sains (5.10° cellules) ont été incubés & 37°C dans le RPMI (atmosphére de
CO, a 5%) pendant 12 heures en I'absence (PBS) ou en présence de 25% de plasma provenant de patients
atteints de cirrhose ou de donneurs sains (n=6 dans chaque groupe). Les cellules ont été lavées, remises en
suspension dans le tampon HBSS contenant du calcium et du magnésium. La viabilité des cellules
prélevées évaluées par le test d'exclusion au bleu de Trypan était d'environ 92-95%. La dégranulation des
PN (0.5x10° cellules / 400pl) a été induite par le fMLP (1uM) pendant 2 minutes et I'activité MPO a été
quantifiée dans le milieu extracellulaire et exprimé en BO & 3min /10° cellules (n=6, *p<0,05).
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V. Discussion

La cirrhose alcoolique décompensée est une affection hépatique sévére due a un abus de
consommation d’alcool, et caractérisée par une défaillance fonctionnelle du foie avec des
répercussions de défaillances multi-viscérales (Moreau et coll., 2013). Elle est la cause de pres de
4% de la mortalité mondiale (Rehm et coll., 2009). A leur admission hospitaliére, environ 26%
des patients cirrhotiques décompensés présentent des infections bactériennes (Ramaiah et
Jaeschke, 2007), et approximativement un tiers d’entre eux décédent au bout de six mois a cause
du développement des défaillances multi-viscérales, ou d’infections bactériennes (sepsis,
péritonites) (Moreau et coll., 2013). Ces données constituent une indication de I'incapacité des
systemes de défense des patients a développer des activités antimicrobiennes efficaces. Toutes les
stratégies visant a prévenir les défaillances des systémes immunitaires ou a les corriger sont ainsi
d'un grand intérét pour les patients.

Les PN sont la premicre ligne de défense cellulaire antimicrobienne de 1’organisme, et
jouent un role clé dans I'élimination des microorganismes envahisseurs (Babior, 2004). Cette
fonction de défense innée exige une coordination fine de deux activités importantes du PN, la
libération de la myéloperoxydase (MPO) des granules azurophiles (dégranulation) et la
production massive des formes réactives de I'oxygene (FRO) par le complexe NADPH oxydase
(NOX2) producteur d'anion superoxyde (O.°), phénoméne nommé également explosion
oxydative. L'anion superoxyde dismute instantanément pour former le peroxyde d'hydrogéne
(H20,). La MPO utilise alors I'H,0, et le chlorure pour former I'nypochlorite et la chloramine, qui
sont des agents tres toxiques pour les bactéries (Klebanoff, 2005 ; Nauseef, 2014). L'importance
biologique de la MPO est bien illustrée chez des souris ‘’knock-out’” qui montrent une
augmentation des infections par klebsiella pneumoniae et candida albicans, une mortalité accrue
(Arataniet coll., 2004), et une inflammation prolongée (El Kebir et coll., 2008). La libération de
la MPO et la production de FRO sont déclenchées par divers médiateurs pro-inflammatoires,
parmi lesquels les peptides bactériens formylés qui sont aussi des chimioattractants qui alertent
les PN en cas d'infection via la stimulation d'un récepteur membranaire, le fPR, un récepteur
couplé a une protéine G (Dorward et coll.,, 2015). Les activités antibactériennes de PN sont
étroitement régulées par des événements de signalisation déclenchés par le fPR et impliquant des
phospholipases, des protéines G trimériques et monomériques, des protéines kinases telles que la
protéine kinase C (PKC), des protéines kinases activées par des mitogénes (MAPK) et mTOR, la
cible de la rapamycine (Costa et coll., 2010 ; Futosi et coll.,, 2010 ; Rolas et coll., 2013).

L’altération des mécanismes de signalisation a comme conséquence les dysfonctionnements de
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PN qui portent atteinte a la défense de 1’h6te (Dinauer, 2014 ; Kruger et coll., 2015 ; Dorward et
coll., 2015).

De nombreux dysfonctionnements de PN ont été rapportés au cours de la progression de
cirrhose : défaillance de la phagocytose, de la production des FRO, déficit de dégranulation
(exocytose) ou de chimiotactisme (Feliu et coll., 1977 ; Rajkovic et coll., 1986 ; Garfia et coll.,
2004 ; Panasiuk et coll., 2005 ; Tritto et coll., 2011). Ces défaillances sont plus au moins
prononceées en fonction du degré de la sévérité de la pathologie et se développent aussi bien dans
les cirrhoses alcooliques que non alcooliques (Lebrun et coll., 1992 ; Garfia et coll., 2004 ;
Markwick et coll., 2015). Ceci suggere ainsi que les mécanismes initiateurs des déficits ne sont
pas dus a I’alcool en soi, méme si I’alcool peut avoir un effet aggravant. En effet, 1’éthanol est
connu pour inhiber de nombreuses activités du PN en raison notamment de sa capacité d’inhiber
la production d’acide phosphatidique/Diacyglyérol via la phospholipase D (phénomene appelé
transphosphatidylation). Les mécanismes biochimiques et moléculaires intervenant dans ces
dysfonctionnements des PN induits au cours de la cirrhose hépatique sont encore mal connus.

Notre étude apporte de nouvelles données biochimiques sur les mécanismes par lesquels
la cirrhose alcoolique paralyse les systémes de défense anti-infectieux de I'organisme. Elle fournit
les premiéres preuves que la cirrhose hépatique décompensée induit une défaillance sévéere de
I’activation d’AKT, p38-MAPK et ERK1/2 dans les PN humains stimulés par un agent bactérien,
le fMLP, sans altérer I’expression de ces effecteurs de signalisation, ni celle du récepteur
membranaire du fMLP, le fPR. Ces résultats indiquent que les origines moléculaires de tels
déficits pourraient se situer en amont des trois effecteurs précédents, dans les étapes précoces de
la cascade de signalisation orchestrée par le fPR. Parmi les candidats potentiels impliques dans
les étapes précoces de signalisation, la phospholipase C spécifique de I’inositol (InsPLC) a été
rapportée défaillante dans les PN des patients cirrhotiques stimulés par le fMLP (Garfia et coll.,
2004). L’InsPLC est responsable de la génération du diacylglycérol (DAG), et de I’inositol
triphosphate (IP3) qui induit 1’augmentation de la concentration du calcium cytosolique (Berridge
et Irvine, 1984) ; ce dernier joue le role d’effecteur majeur de I’exocytose (Lacy, 2006). D’autre
part, le DAG et le calcium activent de nombreuses protéine Kinases C (PKC) qui a leur tour
activent AKT et les MAPK (Tang et coll., 2011 ; Chiariello et coll., 2010). Dans les PN stimulés
par le fMLP, la PLC (PLCpB2) est directement activée par les sous-unites By de la protéine G
trimérique (Gi) couplé au fPR (Ward et coll., 2000), ce qui suggere des altérations potentielles,
biochimique ou d’expression, au niveau des protéines G trimériques de type Gi couplées au fPR.
En accord avec cette hypothése, la production des FRO induite par les activateurs directs des
protéines G tels que le fluorure de sodium (NaF) ou d’aluminium (ALF4), était également

défaillante dans les PN des patients cirrhotiques (Garfia et coll., 2004). Il a été également
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rapporté que d’autres défaillances des étapes précoces de signalisation pourraient affecter I’axe
PIBK/AKT dans les monocytes issus des patients cirrhotiques (Lee et coll., 1993).

Les dysfonctionnements des PN induits au cours de la cirrhose hépatique résultent des
altérations cellulaires intrinséques, vu que ces dysfonctionnements persistent apres lavage des
cellules (Lebrun et coll.,, 1992 ; Garfia et coll., 2004). Cependant, une reversibilité des
dysfonctionnements a été rapportée apres élimination des endotoxines du plasma des patients
(Mookerjee et coll., 2007). Dans notre étude, seuls les plasmas des patients étaient capables de
réduire I’exocytose de la MPO induite par le fMLP dans les PN des donneurs sains, ce qui
suggere la présence d’inhibiteurs diffusibles dans ces plasmas. En fait, les lipopolysaccharides
(LPS) ont éte proposés comme candidats pour un tel effet inhibiteur (Mookerjee et coll., 2007).
Néanmoins, leurs mécanismes d’action pourraient étre directs. En effet, les faibles concentrations
des LPS stimulent la dégranulation des PN (Tazi et coll., 2006) et potentialisent la production des
FRO induite par de nombreux agents y compris le fMLP (Guthrie et coll., 1984). En revanche, les
fortes concentrations des LPS induisent directement une faible production du superoxyde
(Etheredge et Spitzer, 1993). Nous supposons que cette stimulation et les effets oxydants des
FRO pourraient induire une désensibilisation des PN suite a leur stimulation. De plus, d’autres
agents présents dans le plasma des patients a des concentrations élevées pourraient également
avoir des effets nocifs sur les réponses des PN, tels que I’ammoniac qui réduit la capacité
phagocytaire des PN mais induit une production spontanée des FRO (Shawcross et coll., 2008).

Parmi les trois effecteurs majeurs de signalisation étudiés dans ce travail, seules AKT et
p38-MAPK sont impliquées dans la régulation de la dégranulation de la MPO des PN, comme le
montrent 1’inhibition induite par les antagonistes spécifiques de ces effecteurs. Les résultats
montrent également que la p38-MAPK est activée en aval d’AKT. En fait, I’implication de la
p38-MAPK dans I’exocytose des granules primaires dans notre étude vient confirmer d’autres
résultats obtenus avec des souris Knock-out pour les Src tyrosine kinases, et qui ont montré que
p38-MAPK est activée en aval de ces tyrosine kinases (Mdcsai et coll., 2000). Cependant, le
mécanisme par lequel AKT régule I’activation de p38-MAPK dans le PN humain reste inconnu.
D’autres protéine Kinases ont été proposées comme régulatrices de la libération de la MPO, parmi
lesquelles la PKC dont la preuve de I'implication est fournie par I’observation que le PMA
stimule la dégranulation de la MPO (Rajkovic et coll., 1986). Il a été rapporté que la
dégranulation induite par le PMA était également défaillante dans les PN des patients cirrhotiques
(Rajkovic et coll., 1986). Effectivement, nos résultats montrent également que la dégranulation
de la MPO induite par le PMA est défaillante dans les PN des patients cirrhotiques. Ces résultats

sont confirmés par la mesure de 1’¢lastase extracellulaire, qui est un deuxiéme marqueur de
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I’exocytose des granules azurophiles (Résultats supplémentaires : Figure S2 et S3, partie
Annexes).

De fagon inattendue, ERK1/2 dont I'activation a été fortement altérée dans les PN des
patients, ne semblent pas réguler la dégranulation de la MPO/Elastase, ce qui est en accord avec
d’autres résultats (Mocsai et coll., 2000). Toutefois, un réle d’ERK1/2 dans les fonctions de
défense de PN n'est pas exclu, car le blocage d’ERK1/2 réduit d’environ 30% la production de
FRO des PN sains, ce qui devrait impacter P’activit¢ de la MPO car elle est étroitement
dépendante de la production d’H,0,. La défaillance d’activation d’ERK1/2 observée dans les PN
des patients pourrait contribuer dans le déficit de production de FRO par les PN chez ces mémes
patients, comme cela a été rapporté dans un autre travail du laboratoire d’accueil (Rolas et coll.,
2013).

Dans la présente étude, 90% des patients qui étaient défaillants pour la dégranulation de la
MPO, présentaient également une forte défaillance de la production du superoxyde (30-35% du
contrdle ; Résultats supplémentaires : Figure S1, partie Annexes), ce qui est en accord avec des
résultats précédents (Rolas et coll., 2013). L’activité défaillante de la NADPH oxydase serait
reliée a la défaillance d’activation d’AKT et de p38-MAPK car ces deux protéine Kinases
phosphorylent un composant essentiel de la NADPH oxydase, la p47°"; au niveau de $304/S328
(Chen et coll., 2003) et S345 (EI Benna et coll., 1996), respectivement. Cette double défaillance
de la production de FRO et de la libération de la MPO des PN de patients pourrait expliquer la
défaillance de leur fonction bactéricide que I’on constate dans la presente étude, et qui en accord
avec d’autres études (Panasiuk et coll., 2005 ; Mookerjee et coll., 2007 ; Stadlbauer et coll.,
2008).

Dans une deuxieme partie de ce travail, nous avons pu montrer que la défaillance de la
signalisation intracellulaire et de dégranulation des PN des patients était réversible, et pouvait
étre completement corrigée ex-vivo a 1’aide d’un agoniste des TLR7/8, le CL097, ce qui ouvre
des perspectives thérapeutiques pour lutter contre les infections chez des patients immuno-
déprimés. D’autres tentatives avaient €té faites pour améliorer les fonctions des PN des patients
cirrhotiques, soit in vitro par élimination des endotoxines du plasma des patients (Mookerjee et
coll., 2007), soit in vivo par le traitement des patients avec le G-CSF (Tritto et coll., 2011). Ce
dernier agent est une cytokine qui agit via des récepteurs membranaires spécifiques et favorise la
granulopoiése in vivo et les activités de défense des PN in vitro. Notre nouvelle stratégie basée
sur D’activation des récepteurs TLR7/8 par le CL097 présente au moins deux avantages
stratégiques majeurs. Le premier est le fait que les TRL7/8 sont intracellulaires localisés dans les
endosomes et sont en quelque sorte protégés comparativement aux recepteurs exprimeés en

surface a la membrane plasmique et qui subissent des modifications du fait d’inhibiteurs présents
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dans le plasma des patients. Le deuxiéme avantage est le fait que le CL0O97 est un agent
synthétique d’une grande stabilité. Il a déja été montré que le CLO97 stimule la phosphorylation
de p47°" et augmente la production des FRO dans des PN sains, et ce de facon dépendante des
MAP-Kinases (Makni-Maalej et coll., 2012). De facon intéressante, dans notre étude le CL097
restaure 1’exocytose de la MPO ainsi que la bactéricidie des PN des patients. Cette propriété a la
fois originale et prometteuse du CL097 serait reliée au pouvoir du CL097 a potentialiser et a
maintenir 1’activation d’AKT et de p38-MAPK, car en absence de CL097 I’activation des deux
kinases est défaillante, transitoire et insuffisante pour induire une réponse physiologique dans les
PN des patients cirrhotiques. Etant donné que I’expression de TLR7 était trés faiblement
détectable dans les PN humains (Janke et coll., 2012 ; Berger et coll., 2012), comme le
confirment ici nos résultats, ceci suggere que ce sont les agonistes de TLR8 qui pourraient
constituer des candidats prometteurs pour améliorer les activités de défense des PN chez les
patients immunodéprimés. Dans ce sens, de nombreuses activités immuno-stimulatrices des
agonistes de TLR7/8 ont été rapportées dans les PN, telles que la production des cytokines
(Hayashi et coll., 2003) et des médiateurs lipidiques (Hattermann et coll., 2007) ; ainsi que dans
d’autres leucocytes tels que les monocytes, les cellules présentatrices de 1’antigéne et les
lymphocytes T régulateurs, avec un effet de protection immunitaire particulier des leucocytes des
nouveau-nés (Philbin et Levy, 2007). Il a aussi été rapporté que le CL0O97 restaure également la
production du G-CSF qui est inhibée dans les monocytes suite au prétraitement avec de I’INFy,
une cytokine qui induit une neutropénie (Tajuddin et coll., 2010). Le CL097 est également utilisé
comme adjuvant pour induire la réponse des Thl spécifique pour I’Ag de I’hépatite B dans des
états d’immuno-tolérance (Wang et coll., 2014).Enfin, le développement de nouveaux agonistes
de TRL7/8 avec améliorations thérapeutiques significatives ont été obtenues avec un agoniste de
TLR7, I'imiquimod, dans le traitement génital et les verrues périanales causées par certaines
souches de papillomavirus humaine, et I'nerpes génital (Philbin et Levy, 2007).

En conclusion, cette étude fournit les premiéres indications que la cirrhose alcoolique
avancée altere séverement l'activation d'effecteurs de signalisation ; AKT, p38-MAP kinases, et
ERK1/2, ainsi que la dégranulation de la MPO qui est étroitement lié aux deux premiers
effecteurs (mécanismes résumés dans la figure 15). Ces carences, combinées avec la séveére
défaillance de la production de FRO par les PN des patients décrite récemment chez les mémes
patients (Rolas et coll., 2013), permettent d’expliquer le déficit d’activité bactéricide déficiente
des PN, ce qui peut contribuer a augmenter la susceptibilité des patients cirrhotiques a I'infection
bactérienne. Fait intéressant, les déficits d'activités de signalisation et de défense des PN des

patients peuvent étre inversés via 1’activation des TLR7/8, ce qui suggere des perspectives
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thérapeutiques pour améliorer les mécanismes de défense anti-infectieuse de I'néte chez les
patients immunodéprimés.
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Figure 15. Modele proposé pour la dégranulation de la MPO induite par le fMLP via AKT/MAPK dans les PN
sains et de patients cirrhotiques. La stimulation des PN par le peptide bactérien fMLP via son récepteur
couplé a la protéine Gi (fPR) induit une activation rapide d’AKT et de lap38-MAPK qui contribuent a la
libération de la MPO. Chez les patients cirrhotiques, la signalisation, la libération de la MPO et I’activité
bactéricide sont séveérement défaillantes. La stimulation du récepteur Toll 8 (TLR8) intracellulaire,
potentialise 1’activation d’AKT/MAPK et restaure la dégranulation de la MPO et la fonction bactéricide des
PN.
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V1. Conclusions et Perspectives

V1.1. Conclusions

Dans cette étude, nous apportons de nouvelles données physiologiques, biochimiques et
moléculaires sur les défaillances de la dégranulation et d’activation des effecteurs majeurs de la
signalisation intracellulaires dans les PN de patients atteints de cirrhose hépatique alcoolique.
Nous proposons également une nouvelle approche thérapeutique, en corrigeant ces défaillances
biochimiques et fonctionnelles, par activation des récepteurs Toll-Like 7 et 8 (TLR7/8).

En combinant une étude approfondie de la dégranulation de PN induite par un agent
bactérien, le fMLP, et une étude de I'activation des effecteurs majeurs de signalisation
intracellulaire, nous montrons que les PN de patients ayant une cirrhose alcoolique avancée, sont
séverement défaillants pour la dégranulation de la MPO des granules azurophiles, l'activité
bactéricide et pour l'activation d'AKT, p38-MAPK et ERK1/2, mesurée par leur forme
phosphorylée. Cependant, la défaillance de la dégranulation est liée a celle d'AKT et p38-MAPK
mais pas de ERK1/2. En revanche, la défaillance d'activation de ERK1/2 contribue au déficit de
production d'anion superoxyde par les PN de patients. Par ailleurs, toutes ces défaillances ne sont
pas dues a un déficit d'expression des protéines étudiées, y compris la MPO et fPR, le récepteur
du fMLP.

Enfin, nous avons pu corriger in vitro le déficit de dégranulation de la MPO et l'activité
bactéricide des PN des patients cirrhotiques, ceci a I’aide d’un agoniste de récepteurs TLR7/8, le
CL097. Cet agoniste agit en potentialisant le niveau d'activation des voies AKT, p38-MAPK et
ERK1/2 et leur maintien dans le temps. De plus, le CL097 agit préférentiellement via le TLR8
qui s'avere étre fortement exprimé dans les PN, a l'inverse du TRL?7.

Au final, cette thése a contribué a de nouvelles avancées sur la régulation biochimique de
la dégranulation de la MPO des PN normaux et pathologiques, et propose une nouvelle piste
thérapeutique en vue de restaurer cette fonction majeure de défense anti-infectieuse chez certains

patients immunodéprimes.
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V1.2. Perspectives

Cette étude sur la dégranulation des PN sains et de patients atteints de cirrhose hépatique
alcoolique décompensée a apporté de nouvelles données physiologiques, biochimiques et
moléculaires sur la régulation de leur fonction anti-infectieuse et ses implications
physiopathologiques.

Ce travail nous a permis de mettre en lumiére les effets nuisibles de la cirrhose alcoolique
sur P’activation de trois effecteurs majeurs de la signalisation dans les PN des patients, en
I’occurrence AKT, p38 et ERK1/2. Ces voies de signalisation sont ubiquitaires et sont trés bien
étudiées dans notre laboratoire depuis de nombreuses années (Equipe du Dr. Axel Périanin).
Cependant, leurs interactions moléculaires induites dans un contexte pro-inflammatoire et leurs
conséquences fonctionnelles restent a clarifier (Djerdjouri et coll., 1999; Paruch et coll., 2006;
Patel et coll., 2010: Rolas et coll., 2013). Elles ont permis récemment d'identifier (Rolas et coll.,
2013) un nouvel effecteur de la régulation de I'activitt NADPH oxydase, mTOR (mammalian
Target Of Rapamycin). La kinase mTOR constitue un effecteur important dans [’axe
AKT/mTOR/p-38MAPK/p47"", et joue un réle important dans la régulation de I’explosion
oxydative des PN (Rolas et coll., 2013). De plus, son inhibition par le médicament rapamycin
aggrave le déficit d'explosion oxydative des PN de patients, ce qui suscite des réserves
concernant le traitement des patients immunodéprimés par les inhibiteurs de mTOR. Cependant,
le réle de cet effecteur dans la régulation de dégranulation des PN sains et de patients cirrhotiques
est encore inconnu. Mes perspectives de recherches s‘articulent ainsi autour de deux axes
complémentaires.

Le premier vise a étudier la contribution de mTOR dans la régulation de la dégranulation
des PN normaux et de patients cirrhotiques. Pour cela, deux approches différentes seront mises
en place :

Une approche pharmacologique en utilisant un inhibiteur spécifique de mMTOR,
notamment la Rapamycin. Les PN sains et de patients cirrhotique seront prétraités en présence et
absence de la rapamaycine pour bloguer mTOR, puis la dégranulation sera étudiée pas dosage de
I’activité de la MPO, ou d'autres marqueurs (Elastase) aprés stimulation des cellules, notamment
par le fMLP.

Une deuxiéme approche de biologie moléculaire qui consiste a réprimer 1’expression de
mMTOR dans les cellules de la lignée promyélocytaire HL-60. La déplétion de 1’expression de
MTOR sera réalisée a 1’aide de courtes séquences d’ARN, siRNA (small interfering RNA),

spécifiques pour bloquer I’ARNm et inhiber I’expression de mTOR. La capacité de dégranulation
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des cellules ainsi déplétées sera évaluée par dosage de I’activité de la MPO dans les surnageant
de dégranulation aprés stimulation des cellules.

Cette premiére partie a déja été entamée au cours de mon séjour scientifique (bourse PNE)
dans le laboratoire du Dr Périanin. Des résultats originaux ont été obtenus et font 1’objet d’un
manuscrit en cours de préparation.

La degranulation des PN fait intervenir toute une panoplie de molécules (SNAP et
SNARE) qui font partie de la machinerie effectrice d’exocytose. Ces protéines (SNAP23-25,
Muncl8, Synatxines, Rab ...etc) seraient activées par phosphorylation par les différents
effecteurs de la signalisation. Dans le deuxieme axe de nos perspectives, nous souhaitons étudier
les mécanismes d’activation de ces protéines dans les PN sains. L’étude de la phosphorylation de
ces protéines se fera par immuno-empreintes en utilisant des anticorps spécifiques des formes
phosphorylées. La contribution des effecteurs de signalisation dans la phosphorylation des
protéines de la machinerie d’exocytose sera étudiée en utilisant les inhibiteurs spécifiques de ces
effecteurs, puis la vérification de la phosphorylation des protéines d’exocytose par immuno-
empreinte. Par la suite, il sera question d’examiner 1’état de phosphorylation et d’activation de
ces protéines de la machineric d’exocytose dans les PN de patients atteints de cirrhose
décompensée, afin de déterminer les répercussions des défaillances observées dans ces PN sur
I’activation de la machinerie d’exocytose. Il serait également intéressant de vérifier 1’état
d’expression de ces protéines dans les cellules des patients cirrhotiques.

Les nouvelles connaissances fondamentales que nous avons apportées durant cette these
concernant la régulation de la dégranulation des PN normaux et les défaillances dans les PN
pathologiques nous ont permis de proposer une stratégie permettant de corriger le déficit de
dégranulation de PN de patients cirrhotiques déficients. Nous avions pour cela utilisé comme
outil un agoniste des TLR7/8 qui a permis d’augmenter la phosphorylation d’AKT et des MAPK
induite par le fMLP, et de restaurer le déficit de dégranulation ainsi que la bactéricidie des PN
pathologiques. D’autres agonistes de la méme famille (Imidazoquinoline) sont en cours
d’évaluation et un analogue du CL097 (R848) s’est avéré beaucoup plus efficace dans le mod¢ele
de sang total. Ces agonistes seront testées dans un premier temps dans un modéle murin de sepsis
disponible dans notre laboratoire afin d’évaluer leur efficacité in vivo. Ensuite, les molécules
seront testées de facon spécifique en vue de cibler principalement les PN afin de limiter les effets
secondaires observés chez des patients. D’une maniére générale, ce projet serait bénéfique aux
patients qui présentent des déficiences immunitaires d’origine diverse (certaines CGD, ARDS,
maladie de Crohn, infections virales, médicaments, brulures, radiothérapie, chimiothérapie), ce

qui représente une nouvelle approche thérapeutique ciblée et tres prometteuse.
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I. Résultats Supplémentaires

I.1. La production d’anion superoxyde O, (explosion oxydative) est défaillante dans les PN

des patients cirrhotiques
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Figure S1. Les PN des patients cirrhotiques montrent une défaillance de production du
superoxyde (explosion oxydative) induite par différentes concentrations de
fMLP. (A) Les PN (10%ml) de donneurs sains (Contrdle) ou de patients cirrhotiques
ont été incubés a 37°C en présence du cytochrome ¢ (80 mM) pendant 5min a 37°C,
puis stimulés avec du fMLP (50-1000nM). La production d’O, est mesurée par
mesure de la DO & 550nm et est exprimée en nmole / 10° cellules (n = 15 dans
chaque groupe, *p>0.5 patients versus contr6le). (B) La production totale d'anion
superoxyde par les PN des patients cirrhotiques et des volontaires sains (Contréle)
stimulés par le fMLP (1 puM) est exprimé en nmole / 10° cellules (n = 15 dans
chaque groupe, *p=>0.5 patients versus controle).



I.2. Défaillance de la dégranulation de la MPO induite par le PMA des PN de patients
cirrhotiques
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Figure S2. Défaillance sévere de dégranulation de la MPO induite par le PMA dans les PN de patients ayant
une cirrhose alcoolique décompensée. Les PN de donneurs sains (Contrdle) et de patients cirrhotiques
ont été prétraités en présence de la cytochalasine B (5 pg/ml ; 5 min) avant leur stimulation avec le PMA
(100nM; 5Smin). L’activité de la MPO a été mesurée dans le surnageant de dégranulation et est exprimée
en AA pendant 3min (n= 14 dans chaque groupe; *p <0.05 versus contréle).
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1.3. Défaillance de dégranulation de I’élastase des PN des patients cirrhotiques
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Figure S3. Défaillance sévere de dégranulation de 1’élastase par les PN de patients ayant une cirrhose
alcoolique décompensée. Les PN de donneurs sains (Controle) et de patients cirrhotiques ont été
prétraités (A) en présence de la cytochalasine B (5 pg/ml ; 5 min) avant leur stimulation avec le fMLP
(1uM; 2min) ou le PMA (100nM/5Smin). L’activité élastase a été mesurée dans le surnageant de
dégranulation et est exprimée en ADO pendant 3min (n=7 dans chaque groupe; *p <0.05 versus
contréle). (B) L’activité élastase dans I’homogénat des PN au repos est exprimée en ADO pendant 3min
(n=7, *p <0.05).
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Background & Aims: Myeloperoxidase exocytosis and produc-
tion of hydrogen peroxide via the neutrophil superoxide-
generating nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) oxidase contribute to efficient elimination of bacteria.
Cirrhosis impairs immune functions and increases susceptibility
to bacterial infection. We recently showed that neutrophils from
patients with decompensated alcoholic cirrhosis exhibit a severe
impairment of formylpeptide receptor (fPR)-mediated intracellu-
lar signaling and superoxide production. Here, we performed
ex vivo studies with these patients’ neutrophils to further inves-
tigate myeloperoxidase release, bactericidal capacity and signal-
ing events following fPR stimulation by the formylpeptide
formyl-met-leu-phe (fMLP).

Methods: Myeloperoxidase release was studied by measuring
extracellular myeloperoxidase activity. Activation of signaling
effectors was studied by Western blot and their respective contri-
bution to myeloperoxidase release studied using pharmacological
antagonists.

Results: fMLP-induced myeloperoxidase release was strongly
impaired in patients’ neutrophils whereas the intracellular
myeloperoxidase stock was unaltered. The fMLP-induced phos-
phorylation of major signaling effectors, AKT, ERK1/2 and p38-
MAP-Kinases, was also strongly deficient despite a similar
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expression of signaling effectors or fPR. However, based on effec-
tor inhibition in healthy neutrophils, AKT and p38-MAPK but not
ERK1/2 upregulated fMLP-induced myeloperoxidase exocytosis.
Interestingly, patients’ neutrophils exhibited a defective bacteri-
cidal capacity that was reversed ex vivo by the TLR7/8 agonist
CL097, through potentiation of the fMLP-induced AKT/p38-
MAPK signaling axis and myeloperoxidase release.
Conclusions: We provide first evidence that neutrophils from
patients with decompensated alcoholic cirrhosis exhibit a defi-
cient AKT/p38-MAPK signaling, myeloperoxidase release and
bactericidal activity, which can be reversed via TLR7/8 activation.
These defects, together with the previously described severe defi-
cient superoxide production, may increase cirrhotic patients’ sus-
ceptibility to bacterial infections.

© 2015 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

Neutrophils play a key role in the elimination of invading microor-
ganisms | 1]. This innate defence function requires a fine coordina-
tion of two major neutrophil activities; the release of
myeloperoxidase (MPO) from azurophilic granules (exocytosis)
and production of reactive oxygen species (ROS) by the
superoxide-generating nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate (NADPH) oxidase, a phenomenon termed respiratory burst.
MPO utilizes hydrogen peroxide (H,03) derived from superoxide
dismutation, and chloride to form hypochlorite and chloramine,
which are toxic agents for bacteria [2,3]. MPO biological impor-
tance is further illustrated in the findings in MPO-knockout mice
of increased infections by Klebsiella and Candida, increased
mortality [4] and prolonged inflammation [5]. MPO release and
ROS production are triggered by various pro-inflammatory medi-
ators amongst which bacterial formylated peptides which also act
as chemoattractants, thus alerting neutrophils in case of infection
through stimulation of formylpeptide receptor (fPR), a G-protein
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coupled receptor [11]|. Neutrophil antibacterial activities are
tightly regulated by signaling events triggered via fPR including
phospholipases, G-proteins, protein kinases such as protein kinase
C (PKC), mitogen-activated protein kinases (MAPK) and mam-
malian target of rapamycin (mTOR) [6-8]. Signaling impairment
under pathological situations or by drugs leads to neutrophil
dysfunctions, which are detrimental to host-defence [9-11].

Alcoholic cirrhosis is a consequence of excessive alcohol
consumption and represents a major cause of mortality world-
wide with an estimated 3.8% of all global death [12]. This
pathology combines different features of the liver disease
including steatosis, inflammation, necrosis and fibrosis
[13,14]. Cirrhosis is associated with immune dysfunctions
and inability of host-defence systems to protect against infec-
tions [15]. Neutrophils contribute to the pathogenesis of cir-
rhosis through induction of liver injury in animal models
(reviewed in [16]) as well in patients with alcoholic steatohep-
atitis [17]. Direct evidence for a role of neutrophils inducing
liver injury was proposed by the observation of an intracellu-
lar oxidant stress in hepatocytes during neutrophil attack [18].
However, the view that neutrophils are systematically deleteri-
ous is not universally recognized. Indeed, Altamirano et al.
showed that the higher neutrophil liver infiltration, the better
the prognosis [19]. Neutrophils may exert their beneficial
effects through production of hepatocyte growth factor [20],
collagen degradation [21] or through granulopoiesis following
G-CSF treatment [22]. Moreover, at least one study shows that
G-CSF therapy is beneficial in patients with severe alcoholic
hepatitis [23]. Finally, G-CSF therapy was found to improve
survival in patients with acute-on-chronic liver failure, the
most severe complication of cirrhosis [24]. Another common
complication of cirrhosis is the development of sepsis, a major
cause of death [12,25]. Although medical treatments exist to
improve survival, about 35% of patients die within six months
[26]. Of the numerous circulating host-defence mechanisms
available, neutrophil production of ROS, microbicidal activity
and phagocytosis are impaired in cirrhotic patients [27-35].
An impaired ROS production was also observed in liver trans-
planted recipients suffering from post-hepatitic cirrhosis [36],
However, the impact of alcoholic cirrhosis on receptor-
mediated signaling events underlying neutrophil antibacterial
activities remains largely unknown. We recently showed that
neutrophils from patients with decompensated alcoholic cir-
rhosis, exhibit impaired signaling and ROS production induced
by the bacterial tripeptide formyl-met-leu-phe (fMLP), which
was further aggravated by the mTOR antagonist rapamycin
[8]. This dysfunction was associated with a defective MAPK-
dependent phosphorylation of p47phox, a major component
of NADPH oxidase. Whether the defective signaling impacts
other neutrophil defence activities is unknown.

In this study, we took advantage of these neutrophils from
these cirrhotic patients to investigate possible alterations of
MPO exocytosis induced by fMLP, and bactericidal activity. The
state of activation of three major signaling effectors, AKT, p38-
MAP-kinases and p44/42 MAP-kinases (ERK1/2), was also deter-
mined, and their respective contribution in MPO release was
studied in healthy neutrophils using selective antagonists, Data
reveal a severe deficient activation of the three signaling effectors
in patients’ neutrophils, impaired MPO release and bactericidal
activity. Interestingly, these deficiencies can be reversed by a
TLR7/8 agonist.

Patients and methods
Patients

Blood was obtained from patients hospitalized in the Liver Unit of Beaujon
Hospital (Clichy, France). Inclusion criteria were age over 18 years, biopsy-
proven cirrhosis, and Child-Pugh class B or C cirrhosis. Patients had a history
of excessive alcohol ingestion (50 g/day), but no other causes of liver disease.
Viral serologies for hepatitis B and C virus were negative. Alcohol consumption
was stopped for at least 3 days. Clinical characteristics of patients are shown in
Table 1. Patients with untreated or recently treated (less than one week) bacte-
rial infection or gastrointestinal haemorrhage were not included. Cultures of
ascites, urine and blood performed at the time of inclusion were all negative.
Other exclusion criteria were treatment with corticosteroids, pentoxifylline or
other immunosuppressive drugs in the past 30 days, and presence of hepatocel-
lular carcinoma (HCC), other cancer, or human immunodeficiency virus infec-
tion. Healthy subjects (controls) were hospital employee volunteers or
obtained from the blood bank (EFS, Paris, France). This study was approved
by our institutional review board, and written informed consent was obtained
from patients.

Materials and methods

Please see the Supplementary materials for details regarding neutrophil isolation
|8], MPO exocytosis and assay [37], bactericidal activity [8], Western blot analy-
ses of protein phosphorylation [8] and RNA quantification.

Statistical analysis

Unless otherwise stated, data represent means + SEM. Statistically significant dif-
ferences between means were identified using the Student's paired t test or
Mann-Whitney U test, with a threshold of p <0.05 and designated by *.

Results

Severe impairment of fMLP-induced MPO release and signaling in
neutrophils from patients with advanced alcoholic cirrhosis

Stimulation of healthy neutrophils under optimal conditions by
fMLP (1 pM) induced a weak release of MPO of approximately
10% of the total MPO content (Fig. 1A, C). Under these condi-
tions, neutrophils from cirrhotic patients exhibited an impaired
MPO release compared to that of healthy neutrophils. Optimiz-
ing the degranulation process by pretreating cells with the
microtubule-disrupting agent cytochalasin B [37], potentiated
fMLP-induced MPO release with the same efficacy, i.e. about
3-4 fold in both healthy and patients’ neutrophils (Fig. 1B), sug-
gesting no major alteration of the cytoskeleton mobilization
efficiency. However, the fMLP-induced MPO exocytosis of neu-
trophils from cirrhotic patients, remained impaired relative to
controls, while basal degranulation was not altered (Fig. 1B).
To examine whether this deficient induction of MPO release
was related to alteration of MPO intracellular stock, resting
and stimulated cells were lysed, and MPO was quantified by
measuring both MPO activity and expression by Western blot.
In lysates of resting cells, the MPO activity was similar in both
control and patients’ neutrophils (Fig. 1C). In fMLP-stimulated
cells, MPO activity decreased significantly in control neutrophils
due to their MPO exocytosis (Fig. 1) but not in patients’ neu-
trophils. MPO expression analyzed by Western blot in resting
cells was not altered. Thus, the MPO intracellular pool was
not impaired, which suggests that the deficient MPO release
induced by fMLP in patients’ neutrophils (Fig. 1A, B) may likely
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Table 1. Characteristics of patients. A major role of AKT, p38-MAPK but not ERK1/2 in fMLP-induced
neutrophil MPO release

N. of patients 32

22:1';::72:) 22':9?14) The signaAling mechanisms by_ which bacterial peptides sril_'nulate
- ) neutrophil MPO release remain largely unknown. To examine the

Ascites, n (%) 28 (88) respective contribution of AKT, p38-MAPK and ERK1/2 to MPO

Hepatocellular carcinoma (HCC), n (%) 0 release, selective antagonists of these effectors were used in

Acute alcoholic hepatitis n (%) 7 (22)

3 healthy neutrophils to prevent their activation. Treatment of neu-
Encephalopathy, n (%) 8(25) trophils with AKTib1/2 (1-10 pM) to block AKT activation [38], as

Seromalbminio/C 2oty (€l confirmed here (Supplementary Fig. 1A, B), reduced [MLP-
Serum bllirubin, pmol/L 6.2 (+21.2) induced MPO release by approximately 40-50%, without altering
Prothrarbin time, % 45.7 (+2.6) basal MPO release (Fig. 4A) or MPO catalytic activity measured in
International normalized ratio 1.8 (0.1) cell-free homogenates (Supplementary Fig. 1C). The inhibition of
Serum creatinine, pmol/L 94.6 (x11.1) fMLP-induced p38-MAPK activation by SB202190 (2-10 pM)
C-reaclive protein (CRP), mg/L 17,3 (£3.5) (Supplementary Fig. 2A, B), also reduced fMLP-induced MPO
Child-Pugh score 10.4 (£0.3) release by approximately 50% without altering basal MPO release
Child-Pugh class C, n (%) 21 (66) (Fig. 4B) or MPO catalytic activity (Supplementary Fig. 2E). Since
MELD score 19.1 (x1.1) both antagonists reduced MPO release with similar efficiency, we
White blood cell count, per mm? 7.650 (+0.645) examined whether p38-MAPK activation occurred downstream
Treatment with B-blockers, n (%) 9 (28) of AKT. Interestingly, p38-MAPK activation was reduced by about
Antibiotics, n (%) 15 (47) 50% in AKTib1/2-pretreated neutrophils (Supplementary Fig. 2C,
Corticosteroids, n (%) 0(0) D), suggesting that p38-MAPK is activated downstream of AKT.
Previous history To examine the contribution of ERK1/2 to MPO release, cells were
Acute decompensation, n (%) 28 (88) pretreated with U0126 (1-10 uM) to prevent fMLP-induced
Bacterial infection, n (%) 18 (56) ERK1/2 phosphorylation [38], as confirmed here (Supplementary
Acute variceal bleeding, n (%) 12 (37) Fig. 3A, B). Surprisingly, the fMLP-induced MPO release was also
Acute alcoholic hepatitis, n (%) 13 (40) blocked (Supplementary Fig. 3C). However, this complete inhibi-
+ values indicate standard error of the mean. tion was artefactual due in part to a direct interference effect of
MELD, Model of End-Stage Liver Disease. U0126 with MPO activity measured in neutrophil degranulation

supernatants (Supplementary Fig, 3D), To bypass this pharmaco-
logical interference and examine whether ERK1/2 regulate exocy-
tosis, the effect of UD126 was examined on the release of elastase,
another marker of primary granules. Blocking ERK1/2 activation
with U0126 did not alter fMLP-induced elastase release while
superoxide production was impaired (Fig. 4C). These results sug-
gest that ERK1/2 may not regulate MPO degranulation, in agree-
ment with other works [40].

due to altered fPR-mediated signaling. To further explore this
hypothesis, neutrophils were stimulated under optimal condi-
tions with fMLP, and the activated phosphorylated forms of
major signaling effectors were detected using Western blot
[8,38,39]. Stimulation of healthy neutrophils induced a rapid

phosphorylation of AKT, p38-MAPK and p44/42-MAPK . . . )
(ERK1/2) (Fig. 2A). By contrast, in patients' neutrophils, the A TLR7/8 agonist restored MPO release from neutrophils of cirrhotic

phosphorylation of the three effectors was dramatically patients

impaired (Fig. 2B-D), whereas no alteration was observed in . . L

the expression of the three effectors (Fig. 3A, B) and the fMLP The above data strongly suggest that the impaired activation of

receptor fPR (Fig. 3C, D) AKT/p38-MAPK observed in patients’ neutrophils (Fig. 2A, C)
g. 3C, D).
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Fig. 1. Impaired fMLP-induced MPO release in neutrophils from patients with alcoholic cirrhosis. Neutrophils from healthy donors (control) and cirrhotic patients
were pretreated without (A) or with cytochalasin B (5 pg/ml; 5 min) (B) prior stimulation with fMLP (1 uM; 2 min). MPO activity in degranulation supernatants is expressed
as 0D over 3 min (n = 14 in each group; *p <0.05 vs. control). (C) MPO activity in homogenates of resting and IMLP-stimulated neutrophils, expressed as OD per 3 min(n=7,
“p <0.05). (D) A representative Western blot of MPO of neutrophils from control and cirrhotic patients, and MPO quantification (E) expressed as MPO/actin ratio (n= 13 in
each group).
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phosphorylation of AKT (5473), p38-MAP-Kinases and p44/42-MAP-kinases
(ERK1/2) is expressed as the percentage of control values obtained with fMLP
(n=4-6 in each group; *p <0.05 vs. control).

may contribute to the defective MPO release (Fig. 1A, B). It has
been shown that p38-MAPK can be also activated upon stimula-
tion of intracellular Toll-like receptors (TLR) 7/8 by the cell-
permeable agonist CL0O97 leading to potentiation of neutrophil
stimulation, as detected by superoxide production [41]. To deter-
mine whether the deficient MPO release from patients’ neu-
trophils can be improved following TLR7/8 activation, the effect
of CL097 was examined on MPO exocytosis and signaling. Pre-
treatment of patients’ neutrophils in the presence of CL0O97
(0.5-2 pg/ml) for 10 min, induced a concentration-dependent
potentiation of fMLP-induced MPO release, reaching physiologi-
cal levels (Fig. 5A). This CL097 potentiation property was also
observed on MPQ release by neutrophils from healthy donors.
Interestingly, CLO97 also potentiated fIMLP-induced phosphoryla-
tion of AKT in neutrophils from both control and cirrhotic
patients and maintained the level of activated AKT up to
30 min, while in the absence of CL097, AKT phosphorylation
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Fig. 4. A role of AKT and p38-MAPK but not ERK1/2 in fMLP-induced release
of MPO from neutrophils, (A-C) Healthy neutrophils were pretreated for 15 min
without (control) or with the antagonist of AKT (AKTib1/2), p38-MAPK
(SB202190) or ERK1/2 (U0126), then with cytochalasin B for 5min before
stimulation with fMLP (1 uM, 2 min). MPO release is expressed as the percentage
of control fMLP values (n=6; “p <0.05 vs. control).

returned to basal level, more rapidly in patients’ neutrophils
(Fig. 5B-E). More strikingly, CLO97 potentiated both basal and
fMLP-induced phosphorylation of p38-MAPK maintaining a high
level of activated enzyme for at least 30 min in neutrophils of
both control and cirrhotic patients (Fig. 5B-D and E-G). By con-
trast, in cells not treated with CL097, p38-MAPK phosphorylation
was transient returning to baseline levels within 5 min. These
CLO97 potentiating effects may be mediated mainly through
TLR8 since TLR7 was barely detectable in neutrophils (Supple-
mentary Fig. 4), in agreement with other studies [42,43]. TLR8
was similarly expressed in both control and patients neutrophils,

Impaired bactericidal activity of patients’ neutrophils and beneficial
CLO97 effects

The deficient signaling and MPO exocytosis of patients’ neu-
trophils suggest that alterations may impact neutrophil bacterici-
dal activities. We explored this hypothesis using a model of
bacterial killing induced by fMLP [8]. Control neutrophils incu-
bated with E. Coli induced significant bacterial killing (25-30%)
upon stimulation with fMLP, in contrast to patients’ neutrophils
which were not responsive (Fig. 6A). Interestingly, CL097 alone
induced significant bacterial killing by neutrophils from both
controls and cirrhotic patients (Fig. 6B and C). CL097 also strongly
potentiated fMLP-induced bacterial killing by patients’ neu-
trophils whereas a non-significant increase was observed with
control neutrophils. Thus, TLR8 activation may provide beneficial
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Fig. 3. Expression of signaling effectors and fPR in neutrophils of healthy donors and patients. Neutrophils from control and cirrhotic patients were disrupted in Trizol
buffer for protein extraction. Proteins of interest were detected using Western blot (A, C), quantified (B, D) and expressed as percentage of control (n =7 in each group).
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obtained with fMLP (n = 4-5 experiments); “p <0.05 vs. control.

effects on neutrophil host-defence activities in patients with
cirrhosis.

Discussion

Decompensated alcoholic cirrhosis is a severe liver disease with
about 26% of patients having bacterial infection on hospital
admission |[17]. Approximately one third of patients die within
the first month due to the development of multiorgan failure
[44]. Neutrophils, the first cellular line of defence against
microorganisms, become altered during cirrhosis progression
with impaired phagocytosis, ROS production, exocytosis or
chemotaxis [27-3445|. Deficiencies were more or less marked
as a function of the disease severity and occurred in both alco-
holic and non-alcoholic cirrhosis [28-30,35] indicating that defi-
ciencies may not result from direct effects of alcohol. The
biochemical mechanisms underlying these neutrophil dysfunc-
tions remain largely unknown.

This study provides first evidence that decompensated
alcoholic cirrhosis severely impaired the activation of AKT, p38-
MAPK and ERK1/2 induced by fMLP in human neutrophils with-
out alteration of overall protein expression of signaling effectors,
MPO (Fig. 3A, B) or the {MLP receptor fPR (Fig. 3C, D; Fig. 7). These
data indicate that the molecular origins of such deficiencies may
take place upstream of the three effectors, and at early steps of
fPR signaling cascade (Fig. 7). Amongst potential upstream candi-
dates, inositol-specific phospholipase C (InsPLC) was also
impaired in fMLP-stimulated patients’ neutrophils [30]. InsPLC
generates diacylglycerol (DAG) and inositol trisphosphate known
to increase cytosolic calcium concentration [46], a major effector
of exocytosis [47]. DAG and calcium activate several PKC, which
in turn stimulate AKT and MAP-kinases [48,49]. In neutrophils,
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Fig. 6. Impaired bactericidal activity of neutrophils from cirrhotic patients
and beneficial effects of the TLR7/8 agonist CLO97. (A} Neutrophils from healthy
volunteers (control) and cirrhotic patients were incubated with E coli for 5 min,
then treated or not (Buffer) with fMLP (1 uM) for 25 min. (B, C): Neutrophils
incubated with bacteria were treated without (PBS) and with CLO97 (1 pg/ml) for
2 min before stimulation with IMLP for 23 min. Cells were lysed and the number
of bacterial colony is expressed as percentage of that of control resting cells (A,
n=6), or% of that of resting cells (PBS) in both cell populations (B, C, n=86);
“p <0.05,

fMLP-induced PLC (PLCB2) is directly activated by the fy subunits
of a trimeric G-protein (Gi) [50] coupled to fPR, which suggests
potential biochemical alterations at the G-protein level. Consis-
tent with this hypothesis, ROS production induced by direct acti-
vators of G-proteins such as NaF or ALF4, was also impaired in
neutrophils from cirrhotic patients [30]. Other early signaling
events impaired by cirrhosis include the PI3-kinase/AKT signaling
pathway observed in monocytes [51].

Neutrophil dysfunctions induced by cirrhosis result from
intrinsic cellular alterations as they persisted after cell washing
[27-30]. However, reversible dysfunctions were reported after
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removal of endotoxins from patients’ plasma [32]. In this study,
patients’ but not control plasmas also decreased fMLP-induced
MPO exocytosis of neutrophils from healthy volunteers (Supple-
mentary Fig. 5), which reveals the presence of diffusible inhibi-
tors. Lipopolysaccaride (LPS) has been proposed as a candidate
for this interference effect [32]. However, its mechanism of action
may be indirect. Indeed, low LPS concentrations stimulate exocy-
tosis [52] and prime neutrophils, leading to enhanced superoxide
production induced by various agents including fMLP [53],
whereas high LPS concentrations stimulate a weak superoxide
production [54]. We thus speculate that this neutrophil stimula-
tion and ROS oxidant effect may desensitize early signaling effec-
tors leading to functional deficiencies upon subsequent
stimulation of neutrophils. Other agents present in patients’
plasma at high concentrations such as ammonia, may also pro-
vide deleterious effects, since it decreased neutrophil phagocytic
capacity but simulated spontaneous production of ROS [55].

Of the three major signaling effectors studied here, only AKT
and p38-MAPK regulate MPO release, as supported by inhibitory
effects of their antagonists (Fig. 4A, B), their deficient activation
in patients’ neutrophils (Fig. 2) and the fact that p38-MAPK is
activated downstream of AKT (Supplementary Fig. 2C, D). The
involvement of p38-MAPK in exocytosis of primary granules con-
firms other works with neutrophils from Src knock-out mice,
which identify p38-MAPK downstream of Src tyrosine kinase
[40]. However, the mechanism by which AKT regulates p38-
MAPK activity in neutrophils remains not known. Other protein
kinases are suspected to regulate the release of MPO, including
PKC based on the observation that phorbol myristate acetate
(PMA) stimulates MPO release [28]. The PMA-induced degranula-
tion was also impaired in neutrophils from cirrhotic patients [28],
as well in our study (data not shown). Unexpectedly, ERK1/2,
whose activation was strongly impaired in patients' neutrophils,
did not regulate MPO/elastase release (Fig. 4C), in agreement
with other studies [40]. However, a role of ERK1/2 in neutrophil
defence functions is not excluded, since ERK1/2 regulated
approximately 30% of ROS production of healthy neutrophils
(Fig. 4C), thus providing the MPO substrate H,0,. The deficient
ERK1/2 activation observed here in patients’ neutrophils may
contribute to their defective ROS production we previously
reported [8]. In this study, 90% of the patients which were defec-
tive for MPO release, also exhibited a strongly deficient superox-
ide production (30-35% of control values), in agreement with our
previous works [8]. The defective NADPH oxidase activity may be
related to the deficient activation of AKT and p38-MAPK since
both protein kinases phosphorylate a main component of NADPH
oxidase, p47P"°*, on respectively $304/5328 [56] and 5345 [57].
The impairment of both MPO release and ROS production in
patients’ neutrophils may explain their deficient neutrophil
antibacterial function (Fig. 6), in agreement with previous studies
[27-33].

Attempts to improve neutrophil functions in cirrhosis have
been undertaken both in vitro based on removal of endotoxins
in patients plasmas [32] or in vivo with patients’ treated with
G-CSF [45]. Our observations that cirrhosis impaired fPR signal-
ing, prompts us to explore a novel strategy based on activation
of endosomal TLR7/8 receptors by CL097, a compound shown
to stimulate MAPK-dependent phosphorylation of p47°"* and
to increase ROS production in healthy neutrophils [41]. Interest-
ingly, CLO97 restored fMLP-induced MPO release and bactericidal
activity of patients’ neutrophils. This original and promising

Fl
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7 :
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Deficiencies
in cirrhotic
patients
Azurophilic
granules

Bacterial killing

Fig. 7. Proposed model for fMLP-induced MPO release via the AKT/MAPK
signaling in neutrophils from healthy donors and patients with alcoholic
cirrhosis. Stimulation of neutrophils by the bacterial formylpeptide fMLP via its
G-protein-coupled receptor (fPR) induces a rapid activation of AKT and p38-
MAPK signalling, which contributes to MPO release. In cirrhotic patients,
signaling, MPO release and bactericidal activity were impaired. Stimulation of
the intracellular Toll-like receptor TLR8 potentiates AKT/p38-MAPK signaling and
restores neutrophil MPO release and antimicrobial function of neutrophils.

CL097 property may be related to its ability to potentiate AKT
and p38-MAPK activation and to maintain their activation state,
since in the absence of CLO97, the activation of these two kinases
in patients’ neurophils was weak and transient, and not sufficient
to trigger physiological defence activities (Fig. 5). Since TLR7 was
hardly detectable in human neutrophils, in contrast to TLR8
[42,43] as confirmed here (Supplementary Fig. 4), these data
strongly suggest that TLR8 agonists may constitute promising
candidates to improve neutrophil defence activities of immuno-
depressed patients. Furthermore, a number of TRL7/8 agonist
immuno-stimulatory activities have been reported on neutrophil
production of cytokines [58] and lipid mediators [59] and in other
leukocytes including monocytes, antigen-presenting cells and
Tregs cells, with a particular protective immunity of new born
leukocytes [60]. It is worth noting that CLO97 restored the pro-
duction of G-CSF that was previously inhibited in monocytes pre-
treated with IFN, a cytokine that causes neutropenia [61]. CLO97
is also used as an adjuvant for the induction of hepatitis B
antigen-specific Th1 responses in an immune tolerant state
|62]. Finally, translational developments of TRL7/8 agonists with
significant ameliorations were obtained with the TLR7 agonist
Imiquimod in the treatment of genital and perianal warts caused
by certain strains of human papillomvirus and genital herpes
(reviewed [60]).

In conclusion, this study provides evidence that advanced
alcoholic cirrhosis severely impaired the activation of AKT, p38-
MAP-kinases, ERK1/2, and MPO release which was related to
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the two deficient former signaling effectors. These deficiencies,
together with our previously reported impaired ROS production
led to a deficient bactericidal activity of patients’ neutrophils,
which may contribute to increase patient’ susceptibility to bacte-
rial infection. Interestingly, the defective signaling and defence
activities of patients’ neutrophils can be reversed upon TLR7/8
activation, which raises perspectives to improve host-defence
mechanisms in immuno-depressed patients.
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Advances in the management of decompensated cirrhosis have
dramatically improved patient outcomes in the past years.
Significant progress has been made in the management of
gastrointestinal bleeding, severe alcoholic hepatitis, hepatorenal
syndrome and the management of patients in the intensive care
unit. Nevertheless, decompensated cirrhosis is still associated
with a high risk of short-term death. Severe infection is one of
the major causes of mortality. For example, patients with cirrho-
sis were shown to have a higher probability of dying from sepsis
(relative risk of 2) compared to those without cirrhosis in a large
series from the USA [1]. In the specific setting of severe alcoholic
hepatitis treated with corticosteroids, patients who develop
infection after the initiation of treatment have a lower survival
at 2 months than those who do not (relative risk of death of
around 1.5) [2]. It is interesting to note that patients who do
not respond to corticosteroids have a far higher risk of developing
infection than responders (relative risk of 4). This suggests that
patients with the greatest impairment in liver function have a
higher probability of developing infection during follow-up. The
relationship between severely impaired liver function and the
risk of infection has been confirmed in a pooled analysis of stud-
ies performed in decompensated cirrhosis | 3]. Thus, any improve-
ment in liver function should result in a lower incidence of
infection. However, in patients with alcoholic cirrhosis, the only
strategy that has been shown to be associated with an improved
prognosis is withdrawal from alcohol, even in patients with very
severe liver impairment [4]. Nevertheless, many of these patients
do not improve and die or require liver transplantation after a
short period of time.

A new concept in the management of patients with cirrhosis,
whatever the origin of underlying disease, is so-called acute-on-
chronic liver failure (ACLF). This acute decompensation of
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cirrhosis is associated with a mortality that can reach 90% at
one month in the most severe form, which is classified as ACLF-
3 |5]. In this subgroup of patients, alcoholic cirrhosis is the lead-
ing cause of underlying liver disease and the precipitating event
of ACLF is infection in about 50% of cases. Considering that ACLF
in general and sepsis in particular are associated with multiorgan
failure (encephalopathy, kidney injury, circulatory failure etc.)
and immune paralysis [G], any strategy to prevent this severe
deterioration would be of great interest for the management of
these patients.

The prognosis of sepsis has improved along with the global
management of cirrhosis due to several factors such as a better
and earlier diagnosis, new antibiotics and the prevention of hep-
atorenal syndrome [7]. Thus, mortality has decreased by 10% in
the past few years but remains high. It is important to mention
that the management of sepsis in cirrhosis is essentially focused
on treatment rather than prevention. Indeed, the prevention of
infection in cirrhosis is restricted to antibioprophylaxis for gas-
trointestinal bleeding and after a first episode of spontaneous
peritonitis. Most of the few ongoing studies to evaluate the pre-
vention of infection in cirrhosis are testing probiotics or new
antibiotic regimens (www.clinicaltrials.gov). So far, there is no
strategy to restore the immune defects associated with cirrhosis.
This immune dysfunction is multifactorial and extremely com-
plex because it associates systemic inflammation, characterized
by neutrophil burst, elevated circulating cytokines and activated
blood white cells, which is counterbalanced by a relative immune
deficiency (e.g. damage of circulating immune cells and a defect
in hepatic synthesis of immunity proteins) [8]. To date, no strat-
egy has been shown to trigger this immune defect.

This issue of the Journal of Hepatology includes a study with
the goal to dissect the pathways associated with a functional
defect of polymorphonuclear neutrophils in alcoholic cirrhosis.
This translational study is based on human samples from patients
with decompensated alcoholic cirrhosis (Child-Pugh class B and
C). Boussif et al. provide evidence for altered release of myeloper-
oxidase in patients with alcoholic cirrhosis compared to healthy
controls. However, one could suggest that the choice of controls
is not fully appropriate. Indeed, this raises the question of the
selectivity of the functional defect of neutrophils: is it related
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to cirrhosis by itself, to liver decompensation or to the alcoholic
etiology? Although an ideal study would test neutrophils from
populations with different severities and etiologies of cirrhosis,
by definition, studies are dependent upon recruitment from the
medical unit where the blood samples are collected and many
translational studies have not overcome this limitation.

In terms of mechanisms of action, Boussif et al. show that
patients with decompensated cirrhosis do not have a defect in
myeloperoxidase production, but present instead with a defect
in cellular signaling leading to lower myeloperoxidase exocytosis.
This defect is associated with a reduced capacity to kill bacteria in
neutrophils from patients with cirrhosis, which is demonstrated
by the incubation of neutrophils with E. coli. This paper nicely
shows that this defect in myeloperoxidase release and bacterial
killing is reversible following administration of CL097, a TLR7/8
agonist. Using this stimulation, neutrophils from patients with
alcoholic cirrhosis have the same properties as healthy controls.
This study contributes to our knowledge of the immune defense
against infection in decompensated alcoholic liver disease and, in
association with the data on blockade of PD-1 and TIM-3 in alco-
holic hepatitis reported by Markwick et al. 9], this study suggests
that immunodeficiency is reversible.

It is important to keep in mind that neutrophils have different
functions in alcoholic liver disease. Besides their crucial role in
the host defense against pathogens, these cells are central in
the pathogenesis of alcoholic hepatitis. Alcohol-induced liver
injury is characterized by neutrophil recruitment driven by the
activation of Kupffer cells via bacterial translocation (mostly
lipopolysaccharide LPS), and also hepatocyte damage, oxidative
stress and lipid peroxidation [10]. Neutrophil infiltrates are one
of the key hallmarks of the histological diagnosis of alcoholic
hepatitis with Mallory-Denk bodies and hepatocyte ballooning
[11]. Besides this apparent paradox, future studies are strongly
needed to investigate why the same cell can be regarded as ben-
eficial against infection and detrimental in terms of exacerbated
liver inflammation in the same patient.

The study by Boussif et al. provides new therapeutic perspec-
tives in alcoholic cirrhosis because restoration of the antibacterial
properties of the immune system by the TLR7/8 agonist. This can
be considered a potential new target for patients with severe liver
dysfunction. Thus, future management of decompensated
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cirrhosis could be viewed as a combination of several targets:
improving liver function, restoring immune paralysis, targeting
liver inflammation, promoting liver regeneration and treating
complications. This is an exciting prospect because recent
medical progress has mainly involved the treatment of
complications.
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RESUME

Le polynucléaire neutrophlle (PN) joue un role cl¢ dans la défense antimicrobienne de ’organisme. Cette fonction innée
dépend étroitement de deux réponses majeures du PN; la production massive d’anion superoxyde (0,”) par le systtme NADPH oxydase,
(explosion oxydative) qui est a I’origine de la formation de peroxyde d'hydrogéne (H,0,), et la libération des enzymes granulaires
(dégranulation), parmi lesquelles la myéloperoxydase (MPO) qui utilise I’H,O, pour détruire les pathogénes. Dans certaines pathologies
telles que la cirrhose hépatique alcoolique décompensée, les patients ont une susceptibilité accrue aux infections microbiennes parfois
mortelles, suggérant une défaillance des réponses défensives des PN.

Dans ce travail, nous avons comparé la dégranulation de la MPO des neutrophiles de ces patients cirrhotiques et témoins,
induite par le peptide d’origine bactérienne fMet-Leu-Phe (fMLP), ainsi que 1’état d’activation de plusieurs effecteurs majeurs de
signalisation intracellulaire potentiellement impliqués (AKT, p44/42-MAP kinases (ERK1/2) et p38-MAP-kinases). Par ailleurs, la
contribution respective de ces effecteurs dans la dégranulation de la MPO a été explorée dans des neutrophiles sains a 1’aide
d’antagonistes pharmacologiques des effecteurs. Nos résultats montrent que la dégranulation de myéloperoxydase induite par le fMLP
est fortement altérée dans les neutrophiles des patients alors que le taux d’expression de la myéloperoxydase intracellulaire n'a pas été
modifié. En revanche, ’activation des trois effecteurs de signalisation induite par le fMLP et, mesurée par leur niveau de
phosphorylation, était aussi fortement déficiente en dépit d'une expression normale de ces effecteurs et du récepteur de fMLP (fPR).
Cependant, le blocage pharmacologique de ces effecteurs dans les neutrophiles sains, montre que AKT et p38-MAPK, mais pas ERK1/2,
régulent positivement 1’exocytose de la myéloperoxydase induite par le fMLP. De fagon intéressante, les neutrophiles de patients
cirrhotiques présentent également un déficit de bactéricidie que nous avons pu corriger ex vivo a I’aide d’un agoniste des récepteurs de
type Toll (TLR7/8).Le CL097 potentialise a la fois le niveau et la durée d’activation de la voie AKT/p38-MAPK induite par le fMLP,
favorisant ainsi la libération de la myéloperoxydase.

En conclusion, cette étude apporte les premiéres indications que les neutrophiles de patients atteints de cirrhose hépatique
décompensée présentent une forte défaillance de signalisation via I’axe AKT/p38-MAPK, de la libération de la myéloperoxydase et de
I'activité bactéricide. Ces défaillances qui contribuent a la susceptibilité accrue des patients cirrhotiques aux infections peuvent étre
corrigées via ’activation des TLR7/8, ce qui ouvre des perspectives thérapeutiques pour les patients immunodéprimés.

Mots clés : Neutrophile, Exocytose, Myéloperoxydase, Hépatite, Phagocytes, Signalisation, Espéces réactives de I'oxygéne

ABSTRACT

Polymorphonuclear neutrophils (PN) play a key role in host defense mechanisms against microbial infections. This innate
function is dependent on two major PN responses ; a massive production of superoxide anion (02-°) by the NADPH oxidase system (a
phenomenon termed respiratory burst) leading to the formation of hydrogen peroxide (H,0,), and the release of granular enzymes
(degranulation) among which Myeloperoxidase (MPO) which uses H,0, to kill bacteria. In some pathologies such as decompensated
alcoholic cirrhosis, patients exhibit an increased susceptibility for mostly lethal infections suggesting deficiencies of defensive responses
of PN.

In this study, we compared the MPO release from PN of these cirrhotic patients and healthy volunteers in response to
stimulation by the bacterial peptide fMet-Leu-Phe(fMLP), and the activation state of major signaling effectors potentially
involved(AKT, p44/42-MAP kinases (ERK1/2) et p38-MAP-kinases). In addition, the, respective contribution of the three signaling
effectors in MPO degranulation was explored using healthy PN and pharmacological antagonists. Our results show that fMLP-induced
myeloperoxidase release was strongly impaired in patients’ neutrophils whereas the intracellular myeloperoxidase stock was unaltered.
The fMLP-induced activation of signaling effectors measured by their phosphorylated forms was also strongly deficient despite a normal
expression of the three effectors and the fMLP receptor, fPR. However, based on the pharmacological inhibition of the signaling
effectors in healthy neutrophils, AKT and p38-MAPK, but not ERK1/2, up-regulated fMLP-induced myeloperoxidase exocytosis.
Interestingly, patients’ neutrophils also exhibited a defective bactericidal capacity that was reversed ex-vivo by the Toll-like receptor
7/8agonist CL097. This agent potentiated both the degree and duration of the AKT/p38-MAPK signaling axis induced by fMLP, thus
enhancing myeloperoxidase release.

In conclusion, this study provides first evidences that neutrophils from patients with decompensated alcoholic cirrhosis exhibit
a deficient AKT/p38-MAPK signaling, myeloperoxidase release and bactericidal activity. These deficiencies which may increase
patients’ susceptibility to bacterial infections, can be reversed via TLR7/8 activation, and thus raises therapeutical perspectives to boost
host-defense mechanisms of immuno-depressed patients.
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