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RESUME

Chez I'humain, les granulocytes polymorphonucléaires (PMNs) ou neutrophiles sont les
cellules immunitaires les plus abondantes dans la circulation sanguine et forment la pierre
angulaire de l'immunité innée. Ce sont des cellules de courte durée de vie qui entrent
rapidement en apoptose dans les premiéres 24 heures suivant leur mise en culture in vitro.
Dans un contexte In vivo et en condition homéostatique, les PMNs apoptotiques sont
rapidement éliminés par les autres phagocytes. Toutefois, dans certaines situations, les PMNs
apoptotiques ne sont pas convenablement reconnus et phagocytés, comme c'est le cas en
culture in vitro purifiée ou il n'y a pas présence d'autres phagocytes. Ainsi, les PMNs
apoptotiques peuvent progresser vers le stade subséquent qu'est la nécrose secondaire. Dans
cette étude, nous avons évalué les fonctions inflammatoires des PMNs humains maintenus en
culture in vitro jusqu'a 48 heures et compareé leur réponse a celle de PMNs fraichement isolés.
Nous avons démontré que les PMNs cultivés préservent leur capacité a répondre aux signaux
pro-inflammatoires, & adhérer sur un substrat cellulaire, ainsi qu'a suivre un gradient
chimiotactique et transmigrer a travers une matrice de polycarbonate. Les fonctions anti-
microbiennes, incluant la phagocytose et la production de radicaux oxygenes, sont également
maintenues chez les PMNs cultivés et peuvent encore étre potentialisées par des agonistes
inflammatoires. Alors qu'il est bien connu que les PMNs apoptotiques perdent leurs capacités
fonctionnelles, que la durée de vie de ces cellules, y compris leur fonction effectrices, peuvent
étre prolongées jusqu'a un certain point en les cultivants en présence d'agents anti-
apoptotiques, il s'agit de la premiére é&tude démontrant que les PMNs humains demeures
biologiquement fonctionnel au terme d'une culture in vitro prolongée. Ces résultats sont en
accord avec le concept selon lequel au moins une proportion de neutrophiles peuvent survivre
plus longtemps qu'on le croyait auparavant.
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ABSTRACT

In humans, polymorphonuclear neutrophils (PMNs) are the most abundant immune cells
in the bloodstream, forming the cornerstone of innate immunity. They possess a very short
lifespan, undergoing spontaneous apoptosis within 24h when cultured in vitro. In vivo and under
normal circumstances, once inflammation has been resolved, PMNs undergo apoptosis and are
then recognized and eliminated by other phagocytes. However, in some situations, PMNs
undergo secondary necrosis if not properly recognized by phagocytes; which is the case when
they are cultured in vitro, since other cells are removed during isolation. Here, we focused on
evaluating inflammatory functions of freshly isolated PMNs and comparing them to PMNs
maintained in culture for up to 48h. We showed that in vitro cultured PMNs are still able to
respond to inflammatory signals, adhere to cellular substrates, follow chemotactic gradients and
transmigrate through a polycarbonate matrix. Anti-microbial activities such as phagocytosis and
ROS production remain functional in cultured cells and these functions can still be potentiated by
pro-inflammatory agonists. While it is well known that apoptotic PMNs lose their functional
activities and that the lifespan of these cells, as well as their functionality, can be preserved to
some degree by culturing them with anti-apoptotic cytokines, this is the first study to
demonstrate that PMNs are biologically responsive during prolonged in vitro culture, consistent
with the concept that at least a portion of PMNs can live longer than previously thought.
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INTRODUCTION

Les Granulocytes polymorphonucléaires (PMNs) ou neutrophiles sont les cellules
leucocytaires les plus abondantes dans la circulation sanguine et sont collectivement reconnues
comme étant d'importants médiateurs de I'inflammation. Ce sont en effet les premiers arrivants
aux sites inflammés ou ils occupent un réle de premier plan dans la lutte contre les infections
bactériennes et fungiques; et sont également connus pour leur fonction de régulateurs de
Fimmunité innée via la sécrétion d'une panoplie de cytokines et chimiokines orchestrant |a
reponse inflammatoire subséquente. Le réle central tenu par les neutrophiles au sein d'un focus
inflammatoire implique donc que ces cellules soient soumises 2 une régulation étroite afin de
limiter les effets délétéres associés a une activation exacerbée et soutenue de leurs fonctions
pro-inflammatoires. En ce sens, I'une des principales voies de régulation de I'homéostasie
immunitaire repose sur la mort cellulaire programmée ou apoptose, et de nombreux signaux pro
et anti-inflammatoires sont connus pour moduler Ia susceptibilité des cellules a ce
mecanismel[1].

Les neutrophiles sont décrits depuis longtemps comme des cellules de courte durée de
vie ayant atteint leur phase terminale de différenciation. Ils ne présentent que peu d'activités
transcriptionnelles et sont incapables de se diviser. Dans la circulation sanguine, ces cellules se
retrouvent en un état quiescent dit « naif »; leurs fonctions effectrices sont alors trés limitées et
leur habileté a répondre a certains signaux est restreinte. La perception d'un premier signal par
les neutrophiles « naifs » potentialise leurs fonctions inflammatoires et module leur réponse aux
signaux subséquents; on parle alors de cellules « activées ». Ultimement, la résolution de
Iinflammation et le retour a 'homéostasie passe par I'apoptose des neutrophiles « activés ».
Ainsi, le passage des neutrophiles de I'état « naif » a l'état « activé » est traditionnellement
reconnu comme un processus irréversible engageant irrémédiablement les neutrophiles dans
une destiné apoptotique. Ceci étant dit, les neutrophiles entreprennent également un
programme de mort cellulaire & I'état « naif » dans la circulation sanguine afin de maintenir la
population granulocytaire a un niveau homéostatique.

On considére désormais un autre état possible chez le neutrophile, qui se situe entre
létat « naif » et I'état « activé », et que l'on nomme « pré-activé »[2). Il s'agit d'un état pour
lequel les neutrophiles ont pergu un premier signal qui, a lui seul, ne semble pas engendrer
d'effets quelconque au niveau phénotypique et fonctionnel (signal pré-activateur), mais qui
prépare en quelque sorte les cellules a répondre de fagon différentielle aux signaux suivants



(signaux activateurs). Etant donné qu'en condition inflammatoire in vivo, les neutrophiles sont
vraisemblablement soumis & une multitude d’événements de signalisation en simultané, mais
également séquentiellement, on suppose que le concept de « pré-activation » y tient un role
central en dictant la fagon dont les neutrophiles se comportent en réponse a ces signaux. Ainsi,
I'ordre dans lequel les signaux seront pergus pourrait modifier la réponse des cellules au final, et
dans cet optique, la conception traditionnelle selon laquelle les cellules « naives » répondent
toujours de telle fagon a tel signal en devenant « activée » avant de se diriger vers I'apoptose,
appert comme une vision limité de ce qui se déroule en réalité dans un contexte in vivo.

Bien qu'il a été rapporté que les neutrophiles humains du sang périphériques auraient
une durée de vie d'un peu plus de 5 jours en circulation in vivo[3], il est bien connu depuis
longtemps qu'en culture in vitro, ces cellules meurent majoritairement dans les 48 heures
suivants leur isolement, laissant moins de 5% de cellules vivantes au terme de 72 heures de
culture. Les données dans la littérature suggerent que les neutrophiles agés en culture
subissent des modifications d’ordre phénotypiques et fonctionnelles; notamment, I'acquisition de
marqueurs associés aux cellules dendritiques ainsi que certaines fonctions attribuables aux
cellules présentatrices d’antigénes[4-1 0]. Ces observations laissent entrevoir I'hypothese que le
retrait des neutrophiles de la circulation sanguine pourrait avoir I'effet d’'un signal initiant le
programme de mort cellulaire et qu'a mesure que les neutrophiles se dirigent vers cette finalité
apoptotique, ils subiraient des modifications phénotypiques et fonctionnelles.

Toutefois, en raison de la courte demi-vie des neutrophiles, toutes les études portant sur
les neutrophiles agés en culture ont été effectuées en cultivant les cellules en présence de
cocktails de cytokines anti-apoptotiques afin de prolonger la viabilité des neutrophiles et de
pouvoir récupérer, au terme de la culture prolongée, une plus grande proportion de cellules
vivantes pour procéder aux expérimentations. Ce qui en ressort est qu'on ne peut déterminer si
les modulations observées sont dues au vieillissement en culture ou aux effets d’activation par
les cytokines. De plus, la majorité de ces études se penchaient sur l'acquisition de nouveaux
phénotypes et de nouvelles fonctionnalités, tandis que peu d'études se sont consacrées a
évaluer si les neutrophiles agés en culture préservaient les propriétés inflammatoires des
neutrophiles fraichement isolés.

Nous avons donc tentés dans cette étude d'évaluer le comportement inflammatoire des
neutrophiles isolés du sang humain et cultivés in vitro pour des périodes de 24 a 72 heures en
absence de tous signaux exogénes afin de vérifier si les neutrophiles maintiennent leurs
fonctions inflammatoires & mesure qu'il se dirigent vers I'apoptose spontanée. Un autre aspect



de notre étude était d'évaluer les fonctions inflammatoires des neutrophiles cultivés en réponse
a des signaux bien connus, en l'occurrence les interleukines (IL)-4 et IL-15, deux agonistes
puissants des neutrophiles retrouvés en condition inflammatoire et reconnus pour avoir des
implications dans des maladies inflammatoires chroniques telle que I'arthrite rhumatoide.

L'objectif de cette étude était donc d'évaluer les principales fonctions inflammatoires des
neutrophiles humains maintenus en culture in vitro prolongée avec comme hypothése que les
cellules maintiennent leurs propriétés inflammatoires a3 mesure qu'elles progressent dans leur
cheminement vers la mort programmée. Les fonctions inflammatoires qui incluaient I'adhésion
sur un substrat cellulaire, la chimiotaxie et la transmigration, la phagocytose, la production de
réactifs oxygénés, la dégranulation, ainsi que la susceptibilité aux signaux anti-apoptotiques;
ont toutes été évaluées en réponse aux IL-4 et IL-15. Notre hypothése a cet égard était que le
vieillissement des neutrophiles en culture in vitro consisterait en soit a une forme de pré-
activation modifiant 3 la hausse ou a la baisse la reponse des cellules aux IL-4 et IL-15 en
regard aux fonctions évaluées.



REVUE DE LITTERATURE

Les neutrophiles, gardiens de 'immunité innée

Les neutrophiles sont également appelés granulocytes polymorphonucléaires (PMNs) en
raison de la forme typique de leur noyau polylobé et de la composition de leur cytoplasme qui
renferme de nombreuses vésicules nommées granules. Issues de la lignée myéloide, les
granulocytes matures et leurs précurseurs forment environ 60% de la totalité des cellules
nucleés dans la moelle osseuse et la circulation sanguine. Etant donné que les autres
granulocytes, a savoir les éosinophiles et les basophiles, ne représentent qu'approximativement
1% & 5% de la population granulocytaire, les neutrophiles sont donc les cellules immunes les
plus abondantes dans la circulation sanguine chez I'humain.

La production et la maturation des cellules sanguines, un processus nommé
hématopoiése, se déroule au niveau de la moelle osseuse (figure 1); les neutrophiles en devenir
y sont répartis en trois populations : le bassin de cellules souches, constitué de cellules souches
hématopoiétiques non différenciées, le bassin mitotique constitué de progéniteurs
granulocytaires en phase de prolifération et de différenciation, et finalement, le bassin post-
mitotique qui est constitué de neutrophiles pleinement mature en phase terminale de
différenciation et préts a étre relachés dans la circulation.
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FIGURE 1 : Représentation simplifiée de Phématopoiése, processus qui génére la totalité des cellules du
sang. Les granulocytes, dont font partie les neutrophiles, sont dérivés des précurseurs myéloides.

Il est estimé que les neutrophiles sont produits a un taux de 50 a 100 milliards de cellules
par jour avec un délai de transition dans le bassin post-mitotique d’approximativement 4 a 6
jours[11, 12]. A la suite de quoi, les neutrophiles migrent vers les vaisseaux sanguins ol il est
convenu que leur demi vie ne dépasse pas les 6 a 8 heures. Cette courte durée de vie est
principalement dédiée a la défense envers les microorganismes. En l'occurrence, le large
éventail de fonctions inflammatoires et d'activités anti-microbiennes dont les neutrophiles
disposent pour lutter contre les pathogénes leur confére un fort potentiel histotoxique qui
explique la régulation étroite de leur production, de I'activation de leur fonction effectrices et de
leur durée de vie.

Dans la circulation sanguine et en condition homéostatique, les neutrophiles se
retrouvent dans un état quiescent dit « naif ». Suivant une atteinte a lintégrité de I'organisme,
qu'elle soit d'origine physique ou pathogénique, émaneront du site d’agression des signaux de
type DAMP (Damage Associated Molecular Patern) ou PAMP (Pathogen Associated Molecular
Patern). De tels signaux auront pour effet d'activer les neutrophiles, leur permettant d’exprimer
les molécules d’adhésion cellulaire nécessaires pour interagir avec I'endothélium vasculaire afin
d'y adhérer et de traverser la barriére endothéliale pour migrer vers le site inflammatoire suivant
un gradient chimiotactique. Bien que I'arme principale des neutrophiles pour lutter contre les
pathogénes soit la phagocytose, I'exocytose de leurs granules intracellulaires est également un
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processus primordial pour la clairance des microorganismes en libérant des composés
microbicides tels que des radicaux oxygénés et des protéases. Subséquemment a I'élimination
des pathogenes, les neutrophiles activés se dirigent vers la mort cellulaire programmée et sont
eéliminés par phagocytose par d'autres phagocytes, notamment les macrophages[13].

Les principales fonctions inflammatoires des neutrophiles humains évaluées dans cette
etude sont résumées dans le tableau |.

Tableau | : Description des principales fonctions inflammatoires chez les neutrophiles humains.

Fonctions description

. Permet aux neutrophiles d’adhérer a 'endothélium
Adhésion sur un substrat . . . . .
. vasculaire afin de quitter Ia circulation sanguine et
celiulaire ) )
de migrer vers les tissus

L Capacité & suivre un gradient moléculaire et a
Chimiotaxie et . .
L traverser une matrice (extravasation) pour
transmigration . o
atteindre le site inflammeé

Phagocytose Capture et ingestion des microorganismes
Production de réactifs Permet la digestion et I'élimination des
oxygénés microorganismes ingérés

Participe a la destruction des microorganismes et
Exocytose des granules  permet la dégradation de la matrice extracellulaire
lors de I'extravasation

Susceptibilité aux Capacité a répondre aux signaux extracellulaires
sighaux anti- qui retarde la progression vers la mort cellulaire
apoptotiques programmée

Toutes ces fonctions peuvent étre potentialisées par des molécules signalétiques.
L'activation de ces fonctions ainsi que la décision des cellules de se diriger ou non vers la mort
cellulaire programmée dépend donc de I'ensemble des signaux que les neutrophiles pergoivent.



Les cytokines « gamma c users »

Le systeme immunitaire est régulé par une multitude de signaux émanant de
I'environnement. En effet, ayant pour réle de proteger 'organisme des agressions externes, les
cellules immunitaires ont la capacité de reconnaitre et de répondre & de nombreux signaux
exogenes, incluant les composés d'origines microbiens et les xénobiotiques. Afin de maintenir
'homéostasie immunitaire et de coordonner tous les acteurs de limmunité, le systéme
immunitaire comporte également son propre arsenal de molécules signalétiques endogénes que
l'on regroupe sous l'appellation de cytokines. Ces peptides signalétiques de faible poids
moléculaire peuvent réguler de nombreuses fonctions biologiques et cibler des types cellulaires
variés. Ces cytokine sont classés dans quatre grandes familles : les hématopoiétines, les
interférons, les chimiokines et la famille des facteurs de nécrose tumorale (TNF).

Parmi les hématopoiétines, I'on retrouve une sous-famille de cytokines bien connue que
F'on nomme « cytokines dépendantes de la chaine commune gamma (y) »[14]. Ces cytokines,
appelées également « yc users », sont des interleukines partageant une sous-unité commune
de leurs récepteurs, la chaine gamma (CD132). Cette chaine est impliquée dans la transduction
du signal (figure 2). Toutes ces cytokines sont principalement pro-inflammatoires et participent a
la majorité des processus immunitaire tel que présenté dans le tableau suivant.



Tableau Il : Les Interleukines (IL) « gamma c users »

les cellules ciblées et une description sommaire de leur effets.

présentés selon leurs principales sources de production,

Cytokine source cibles et effets

Prolifération des lymphocytes T et

IL-2[15, 16] Lymphocytes T activés B, activation et prolifération des
cellules NK
IL-4r17, 18] Lymphocytes T activés Favorise la différenciation des
' Mastocytes lymphocytes Th2
Activation des
monocytes/macrophages, régule la
IL-7[19] Cellules épithéliales ye piages. reg
maturation et 'homéostasie des
lymphocytes T
Facteur de croissance des
IL-9[20] Lymphocytes Th2 activés
mastocytes et des lymphocytes
Monocytes/macrophages

Maturation et activation des cellules

IL-15(21, 22} Celiules dendritiques
NK, retarde I'apoptose
Types cellulaires variés
Activation des lymphocytes T,
IL-21{23) Lymphocytes T activés régule la production

d'immunoglobulines

Le fait qu'une simple mutation au niveau de la chaine gamma (CD132) entraine |

conséquemment une immunodéficience majeure affectant tous les processus immunitaires que

I'on désigne « SCID » (Severe Combined Immuno Deficiency)[24), témoigne de I'importance

cruciale du CD132 et de la signalisation par les cytokines « gamma c¢ users » pour le

fonctionnement adéquat du systéme immunitaire.



En ce qui a trait aux neutrophiles, il a été démontré que ces derniers, a I'état naif,

n‘expriment pas le récepteur de haute affinité pour I'lL-2 composé des sous-unités IL-2Ra

(CD25), IL-2/15RB (CD122) et de la chaine gamma (CD132), mais plutét un recepteur d'affinité
intermédiaire composé du CD122 et du CD132[25]. Les neutrophiles non activés n’expriment

également pas les sous-unités a des récepteurs aux interleukines 7, 9 et 21[26-28].

IL-2 IL-4R*

A
*

IL-7R IL-9R IL-15R* IL-21R
A .
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£
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IL-2/15R$ &=
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IL-4Ra
IL-7Ra ==
IL-2/15RB &
IL-21Ra

o
o
@
=

* Exprimé chez les neutrophiles humains

FiGURE 2 : Famille des récepteurs aux cytokines dépendantes de la sous-unité commune CD132 (chaine y).
Les neutrophiles humains non activés expriment uniquement les récepteurs de haute affinité pour les

interleukines 4 et 15.

Ainsi, seuls les interleukines 4 et 15 sont reconnues comme étant de puissants agonistes
chez les neutrophiles humains[27, 29, 30]. Ces deux cytokines sont retrouvées en condition
inflammatoire et ont la Propension de potentialiser de nombreuses fonctions effectrices chez les

neutrophiles.

interleukine-4

Cette cytokine a été identifiée comme un agoniste des neutrophiles pour la premiére fois
en 1989[29], mais ce n’est que plus tard qu'il fut démontré que les neutrophiles exprimaient bel
et bien la sous-unité alpha du recepteur a I'lL-4 qui, combiné au CD132, forme le récepteur de

haute affinité pour cette cytokine[31]. Ces effets sur les neutrophiles humains sont présentés

dans le tableau IlI.




TABLEAU Il : Effets de I'interleukine-4 sur les principales fonctions des neutrophiles humains

Fonctions effets
Adhésion sur un substrat augmente I'adhésion sur les
cellulaire cellules épithéliales A-549]32)

augmente la réponse phagocytaire envers les
Phagocytose globules rouges de mouton et les bactéries
opsonisé(e)s[32]

Production de réactifs sans effets a elle seule, mais augmente la

oxygenes réponse au fMLP (effet de pré-activation)[29]

sans effets a elle seule, mais augmente la
Exocytose des granules
réponse au fMLP (effet de pré-activation)[29]

retarde I'apoptose[31], effet synergique en
apoptose combinaison avec d'autres médiateurs anti-
apoptotiques

L'interleukine 4 est aussi connue pour induire en autres chez les neutrophiles un
réarrangement du cytosquelette, un synthése de novo de proteines[31], ainsi que Ila
phosphorylation des intermédiaires signalétiques au niveau de leurs résidus tyrosine;
notamment les protéines Syk, mapK p38 et ERK-1/2[33].

interleukine-15

Les neutrophiles expriment le recepteur a I'lL-15 composé de trois sous-unités : I'lL-
15Ra, le CD122 (partagé avec le récepteur a I'lL-2) et le CD132 (vc). A l'instar de I'lL-4, cette
cytokine induit chez les neutrophiles des changements morphologiques, une synthése de novo
d’ARN et de protéines, ainsi que la phosphorylation des kinases Syk, p38 et ERK[34]. D'autres
effets agissant sur les fonctions inflammatoires des neutrophiles, pour la plupart redondants
avec I'lL-4, sont présentés dans le tableau V.
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TABLEAU IV ; Effets de I'interleukine-15 sur les principales fonctions des neutrophiles humains

Fonctions effets
Adhésion sur un substrat augmente I'adhésion sur les
cellulaire cellules épithéliales A-549]35]

augmente la réponse phagocytaire envers

Phagocytose
les globules rouges de mouton[32, 36]
Production de réactifs sans effets a elle seule[27], mais augmente la
oxygenes reponse au fMLP (effet de pré-activation)[30]
retarde I'apoptose[36), effet synergique en
apoptose combinaison avec d'autres médiateurs anti-

apoptotiques

La mort cellulaire programmée

Tel que discuté précédemment, les neutrophiles sont les cellules leucocytaires les plus
abondantes dans la circulation sanguine et sont collectivement reconnues comme étant
d'importants médiateurs de I'inflammation. Le réle central tenu par les neutrophiles au sein d'un
foyer inflammatoire implique donc que ces cellules soient soumises 2 une régulation étroite afin
de limiter les effets délétéres associés a une activation exacerbée et soutenue de leurs fonctions
pro-inflammatoires. En ce sens, I'une des principales voies de régulation de I'homéostasie
immunitaire repose sur /a mort cellulaire programmée ou apoptose, et de nombreux signaux pro
et anti-inflammatoires sont connus pour moduler la susceptibilité des cellules a ce
mécanisme[1].

Apoptose et nécrose primaire

Traditionnellement, I'apoptose fait référence au suicide cellulaire programmeé; a une mort
cellulaire « propre et silencieuse», régulée par des signaux intrinséques ou extrinséques, et
faisant opposition & la nécrose, qui est une mort subite provoquée par des traitements
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drastiques de nature physique ou mécanique. En somme, l'apoptose est un mécanisme fagonné
par 'évolution qui permet I'élimination rapide et non-phlogistique des cellules indésirables chez
les métazoaires; alors que la nécrose est plutét la conséquence d'une rupture de I'équilibre
fonctionnel chez une cellule vivante, entrainant la relache incontrélée de son contenu
intracellulaire, un processus qui est donc néfaste pour les cellules avoisinantes. Le tableau V
résume les principaux caractéres morphologiques associés & I'apoptose et la nécrose chez les

neutrophiles humains[37].

TABLEAU V : Morphotypes des neutrophiles humains apoptotiques et nécrotiques

Apoptose Intégrité membranaire conservée
Cellules deviennent plus rondes et petites
Bourgeonnements membranaires
Fragmentation nucléaire
Condensation intensive de la chromatine

Nécrose Membrane endommagée
Gonflement cytoplasmique et mitochondrial
Pas de fragmentation nucléaire
Condensation modérée de la chromatine

Chez les organismes multicellulaires, l'apoptose est donc un processus physiologique
majeur d'élimination des cellules du soie, impliqué durant le développement embryonnaire; et
nécessaire au cours de la vie adulte, pour le maintient de I'homéostasie tissulaire et immunitaire.
Lorsqu’une cellule est isolée et stimulée par un signal pro-apoptotique en culture in vitro, s'en
suit l'activation de voies signalétiques intracellulaires qui vise ultimement & perturber de facon
irréversible toutes les fonctions cellulaires, rendant la cellule moins fonctionnelle. Outre les
caractéristiques morphologiques associées a I'apoptose énumérés dans le tableau précédent,
les modulations moléculaires accompagnant I'exécution du programme apoptotique
comprennent en autre I'activation des protéases cystéines/aspartates, nommés caspases, qui
clivent 'ADN et de nombreux intermédiaires intracellulaires; ainsi que I'expression a la
membrane plasmique de signaux d'internalisation dits: « eat me», qui permettent la
reconnaissance et la capture des cellules apoptotiques par les phagocytes « scavengers ».
L'apoptose est donc décrite comme une mort cellulaire « active ». Elle depend d'événements
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signalétiques dédiés a cette fin, nécessite généralement un signal initiateur et rend les cellules
susceptibles a étre éliminée par phagocytose.

En contre partie, la nécrose est traditionnellement considérée comme une mort
« passive » qui n'est pas attribuable & une signalétique précise. Toutefois, de plus en plus de
données expérimentales tendent & démontrer que certains types de nécrose pourraient
effectivement dépendre d'événements intracellulaires pré-programmés. Ce qui fait de la
nécrose une autre forme de mort cellulaire « active »; on parle alors de mort nécrotique
programmée([38, 39] avec de possibles implications physiopathologiques, notamment en

condition inflammatoire.

La dichotomie entre « mort programmée » (apoptose) et « mort accidentelle » (nécrose)
n'est donc plus aussi claire qu'auparavant alors que davantage d'études ont identific¢es des
types de mort cellulaire alternative. On peut désormais classifier les formes de mort cellulaire
sous quatre catégories[39] : 1) I'apoptose classique telle que décrite précédemment, 2) la mort
de type apoptosis-like, partageant certains critéres de l'apoptose classique, mais souvent
independante de lactivation des caspases, 3) la mort necrosis-like qui est une nécrose
programmeée régie par des voies de signalisation dépendantes ou non des caspases; et
finalement 4) la nécrose accidentelle ou lyse cellulaire, qui est le résultat d'une perte de
lintégritt membranaire suite & une exposition a de hautes concentrations de détergents,
d'oxydants ou d’autre agents cytotoxiques.

La nécrose secondaire ou « aprés 'apoptose »

La principale différence entre les cellules en apoptose et les cellules en nécrose est le
maintient de I'intégrité membranaire lors de I'apoptose, ce qui permet une élimination rapide et
sans dommage des cellules apoptotiques via la phagocytose. A l'opposé, les cellules
necrotiques ont la membrane endommagée et relachent leur contenue cytoplasmique,
potentiellement cytotoxique pour les cellules environnantes. Lorsque une cellule subit un
traitement choc induisant une mort nécrotique, programmeée ou non, on parle alors de nécrose
primaire. Toutefois, les cellules en apoptose avancée qui ne sont pas éliminées par
phagocytose, progressent alors vers un stade subséquent durant lequel il y a finalement rupture
de la membrane : c'est la nécrose secondaire[37].

La clairance rapide des cellules apoptotiques, avant qu'elles n’atteignent le stade de
nécrose secondaire, est donc un processus physiologique primordial pour le maintient de
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'homéostasie chez les organismes multicellulaires. Il ne s'agit toutefois pas d’'un mécanisme
infaillible puisqu'il n'est pas autosuffisant. Il repose en effet sur Ia presence d'autres cellules, les
phagocytes « scavengers », qui doivent &tre sur les lieux en quantité suffisante et
fonctionnellement aptes & reconnaitre et internaliser les cellules apoptotiques. Un manque
d'expression des signaux « eat me » par les cellules apoptotiques pourrait empécher leur
capture par les « scavengers » et permettre ainsi la progression vers la nécrose secondaire. On
sait que l'exposition & la membrane des cellules apoptotiques de nombreux signaux
d’internalisation découle de I'activation des caspases[37, 40]. Ainsi, lors d'une apoptose
indépendante des caspases ou lorsqu'au cours de I'exécution du programme apoptotique,
I'activation des caspases effectrices se voit interrompue avant que ne survienne 'exposition des
molécules « eat me », il ne pourra pas y avoir capture et élimination des cellules apoptotiques
par les phagocytes « scavengers » méme si ceux-ci sont présents en nombre adéquats[37]. En
contre partie, les « scavengers » doivent également étre habiletés & reconnaitre ces signaux
d'internalisation. Une incapacité de ces cellules 2 percevoir et reconnaitre les signaux « eat
me » pourrait aussi expliquer la présence de cellules en nécrose secondaire in vivo en raison
d'une défaillance du systtme de reconnaissance des cellules apoptotiques. La nécrose
secondaire peut également survenir in vivo quand la quantité de cellules apoptotiques dépasse
les capacités d'élimination des « scavengers ». C'est le cas lorsqu'il y a induction excessive
d’apoptose durant une hyper-inflammation, ou au niveau de certains tissus comme le cartilage,
faiblement vascularisés, ou la disponibilité des phagocytes est limitée[41].

En dépit du caractere histotoxique et pro-inflammatoire des cellules nécrotiques, la
présence de nécrose secondaire in vivo n’entraine pas toujours des conséquences
physiopathologiques. En effet, la clairance des cellules apoptotiques par les phagocytes est un
processus d'élimination des cellules indésirables, silencieux et rentable pour l'organisme
puisque cela permet le recyclage de diverses composantes cellulaires. Toutefois, comme il
s'agit d'un mécanisme nécessitant de I'énergie, advenant que les cellules a éliminer ne
présentent pas un danger pour I'organisme, I'exécution de ce processus entrainerait des
dépenses énergétiques inutiles. Cette situation survient dans certaines régions physiologiques
considérées comme le milieu externe tels que la lumiére des tubes digestifs et respiratoires, des
milieux ou la présence des « scavengers » est limitée, mais ou la libération du contenu cellulaire
par les cellules nécrotiques et bien moins dommageable que dans les tissus et organes. Ainsi, la
nécrose secondaire pourrait également étre vue comme une forme d'auto-élimination passive
des cellules mortes lorsque les mécanismes de reconnaissance et de clairance sont insuffisants,
indisponibles ou superflus.
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Quoi qu'il en soit, la transition du stade apoptotique au stade nécrotique n'est
géneralement pas une condition souhaitable pour I'organisme. Les principales conséquences
pathologiques qui découlent de la relache du contenu cellulaire par les cellules nécrotiques
sont: 1) les dommages tissulaires engendrés par le potentiel cytotoxique des composantes
intracellulaires, et 2) la capture par les cellules présentatrices d'antigénes des autoantigénes
intracellulaires normalement inaccessibles, entrainant des réponses autoinflammatoires et
autoimmunitaires[42-44].

L'occurrence de nécrose secondaire en raison d'un taux d’'apoptose excessif a été
observée in vivo au niveau d’organes solides tels que le foie[45] et le coeur[46] a la suite d'une
ischémie. L'interruption du programme apoptotique menant & une transition vers la nécrose,
avant l'exposition des signaux d'internalisation, a également été observée lors d'ischémie ou
dans les régions ou le faible afflux sanguin limite les disponibilité énergétiques. La grande
dépendance en adénosine-triphosphate (ATP) pour I'execution du programme apoptotique et
l'externalisation des signaux « eat me » explique la présence de cellules en nécrose secondaire
et leur accumulation due a I'absence de reconnaissance par les phagocytes au sein de tissus ou
d’'organes appauvris en oxygéne et en glucose.

L’apoptose « spontannée » et la nécrose des neutrophiles

En ce qui a trait aux neutrophiles, I'apoptose est la principale voie d'élimination des
cellules activées en condition inflammatoire et permet également le maintient du décompte
granulocytaire dans la circulation sanguine & un niveau homéostatique. A linstar des autres
types cellulaires, I'apoptose des neutrophiles passe par les voies classiques bien décrites,
incluant l'activation des caspases et I'exposition de signaux « eat me» tels que les
phosphatidyl-sérines. La différence réside dans le fait que chez les neutrophiles, I'exécution du
programme apoptotique ne nécessite pas de signal inducteur apparent. Bien entendu, les
neutrophiles répondent significativement a de nombreux agents pro-apoptotiques connus, mais
lorsque cultivés in vitro, malgré qu'on leur fournissent le milieu et les nutriments essentiels, ces
cellules se dirigent rapidement vers la mort programmée en absence de tout inducteurs
apoptotiques. En résulte une déplétion de plus de la moitié de la population cellulaire suivant les
premieres 24 heures de culture; un phénomene nommé : « apoptose spontannée ».

En raison du nombre important de neutrophiles présents au niveau d'un site
inflammatoire et du caractére hautement cytotoxique de leur contenu intracellulaire, l'apoptose
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de ces cellules suivi de leur élimination par phagocytose est donc une étape cruciale pour
mener a terme la résolution de l'inflammation, en évitant les conséquences néfastes associées a
la relache incontrélée de leur contenu cytoplasmique. En culture in vitro, les neutrophiles en
apoptose conservent leur intégrité membranaire et comportent toutes les autres caractéristiques
des cellules apoptotiques décrites dans le tableau V. Toutefois, dans une culture purifiée,
comme il n'y a pas présence d'autres phagocytes, les neutrophiles apoptotiques ne sont pas
élimines et progressent donc avec le temps vers la nécrose secondaire. Un phénoméne qui se
traduit par un gain de perméabilit¢ membranaire permettant la relache de marqueurs de
cytotoxicité cellulaire comme la lactate déshydrogénase (LDH), une enzyme normalement
séquestrée au niveau des mitochondries.

On peut donc observer, en culture in vitro, trois morphotypes des neutrophiles
correspondants aux cellules vivantes, aux cellules apoptotiques et aux cellules nécrotiques, tels
qu'illustrés dans la figure 3.

A) Cellule vivante B) Apoptose C) Nécrose secondaire

4 )
I |
\\ H\ Absence de

\\7_ _4// chromatine

Membrane perméable

Noyau polyiobé
Noyau piknotique
Membrane intégre

FIGURE 3 : Schéma représentant I'apparence cytologique des neutrophiles humains en culture in vitro. A)
neutrophile vivant avec noyau polylobé. B) neutrophile apoptotique, la cellule devient plus petite et le noyau
devient diffus avec condensatlon de la chromatine, mais maintient de I'intégrité membranaire. C) neutrophlle
post-apoptotique en nécrose secondaire, la cellule devient amorphe, la chromatine est dégradée et le
contenu cytoplasmique diffuse vers le milieu extracellulaire.

Les neutrophiles maintenus en culture in vitro se dirigent donc rapidement vers
l'apoptose spontanée, suivant un mécanisme d'induction qui n'est pas elucidé; et progressent
par la suite vers le stade suivant : la nécrose secondaire. La courte demi-vie des neutrophiles,
qui s'explique par la nécessité de I'organisme de réguler étroitement la survie et 'activité de ces
cellules afin de préserver 'homéostasie immunitaire, entraine des taux d'apoptose de plus de
50% des les premiéres 24 heures de culture. Dans les heures qui suivent, le nombre de cellules
vivantes continu de diminuer au profit des cellules apoptotiques, puis nécrotiques; de sorte
qu'au terme de 72 heures de culture, la presque totalité des neutrophiles auront atteints le stade
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de nécrose secondaire. Cette cinétiqgue de progression vers I'apoptose puis la nécrose en
culture in vitro peut étre, jusqu’a un certain point, accélérée ou retardée par des agents pro et
anti-apoptotiques, mais ultimement, apparait a tout point de vu irréversible. Par ailleurs, lorsque
les neutrophiles sont précipités vers l'apoptose par des agonistes pro-apoptotiques, on parle
alors plutét d’apoptose induite. C'est un phénoméne qui ne passe peut étre pas par les mémes
mecanismes que I'apoptose spontanée.

Les mécanismes sous-jacents a [I'induction de l'apoptose spontanée chez les
neutrophiles demeurent & ce jour méconnus. Nous croyons qu'il est possible que ce ne soit pas
la perception d’un signal quelconque qui induirait la mort cellulaire spontanee chez les
neutrophiles, mais plutét I'absence de perception d’un signal qui engagerait les cellules dans
I'exécution du programme apoptotique. En effet, selon notre hypothése, les cellules pourraient
bien percevoir leur retrait de la circulation sanguine, que ce soit lors de leur isolation in vitro a
partir d'une suspension de sang totale en laboratoire ou lorsqu'elles pénétrent dans les tissus
pour atteindre le foyer inflammatoire in vivo, et ceci pourrait consister un signal en soi qui
engagerait les neutrophiles a exécuter leur programme apoptotique dans les heures ou jours qui
suivent. Ainsi, les cellules seraient en quelque sorte pré-activées pour mourir lorsqu’elles
quittent la circulation sanguine, et peut étre méme dés linstant ou elles quittent la moelle
osseuse. La pré-activation est un concept novateur, différent de la perception classique de
l'activation des fonctions cellulaires chez les neutrophiles « naifs », et dont les mécanismes sont
décrits dans la section suivante.

La pré-activation ou « priming »

Les neutrophiles sont décrits depuis longtemps comme des cellules de courte durée de
vie ayant atteint leur phase terminale de différenciation. lls ne présentent que peu d’activités
transcriptionnelles, sont incapable de se diviser et sont récalcitrants aux changements
phénotypiques. Dans la circulation sanguine, ces cellules se trouvent dans leur état naif; leurs
fonctions effectrices sont alors trés limitées et leur habileté a répondre & certains signaux est
restreinte. La perception d'un premier signal par les neutrophiles naifs potentialise leurs
fonctions inflammatoires et module leur réponse aux signaux subséquents; on parle alors de
cellules « activées ». Ultimement, la résolution de linflammation et le retour & 'homéostasie
passe par I'apoptose des neutrophiles inflammatoires activés suivi de leur phagocytose par les
autres phagocytes professionnels. Ainsi, le passage des neutrophiles de I'état naifs a I'état
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actives est traditionnellement reconnu comme un processus irréversible engageant
iremediablement les neutrophiles dans une destiné apoptotique.

De nombreux agonistes des neutrophiles et leurs recepteurs respectifs ont été
caracterisés au cours des derniéres décennies. Ces études se sont penchées sur I'activation
des fonctions inflammatoires des neutrophiles en réponse a une dose simple d’un seul signal.
Or, tout en contribuant & I'approfondissement des connaissances sur les effets directs des
agonistes du neutrophile sur ses fonctions et voies signalétiques, cette approche ne représente
certes pas la réalité in vivo puisque les cellules, dans un contexte inflammatoire, seront
soumises & des concentrations variées de plusieurs signaux, tant séquentiellement que
simultanément. Ainsi, la perception d’un premier signal peut parfois moduler la susceptibilité ou
la réponse des neutrophiles aux signaux subséquents sans nécessairement avoir un effet direct
sur leurs fonctions; on parle alors d’une pré-activation ou « priming ».

L'on reconnait donc désormais 3 états possibles aux neutrophiles : I'états naif, I'état pré-
active et I'état activé. Dans son état pré-activée, la cellule peut étre considérée comme « préte a
partir », mais en attente d'un second stimulus afin d’éliciter une réponse. Si la transition entre
letat naif et I'état activé a été largement étudie, le passage des cellules naives & I'état pré-
activées, puis activées est moins bien connu.

Certains agonistes du neutrophile sont connus pour étre de bons agents de pré-
activation alors que d'autres auront plutét un effet activateur. En realité, cette dichotomie n’est
pas tout aussi clair puisqu'a basse concentration, un agent pourrait n'éliciter qu'une réponse trop
faible pour activer les cellules, mais suffisante pour les pré-activer; tandis qu'a des
concentrations plus élevés, le méme agent peut devenir un puissant activateur. A noter
également que les cytokines pléiotropiques, de par leur propension a moduler de multiples
fonctions, auront tendance a avoir des effets activateurs sur certaines fonctions et pré-
activateurs sur d’autres; et ce pour une méme concentration.

Essentiellement, trois événements peuvent mener 2 la pre-activation d'une cellule : 1)
I'expression des récepteurs membranaires, 2) la phosphorylation des protéines, et 3)
I'assemblage de sous-unités pour former des enzymes actives[2, 47].

Dans le premier cas, il s’agit de la voie classique pour laquelle une cellule pergoit un
signal qui module son activité transcriptomique, modifiant 4 la hausse ou & la baisse I'expression
de marqueurs de surface. On peut penser par exemple a la réponse des neutrophiles a
linterleukine-10 (IL-10), un important agoniste anti-inflammatoire. Le récepteur a I'lL-10 (IL-10R)
est un dimére constitué d’'une chaine de liaison au ligand, I'L-10R1, et d'une sous-unité
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accessoire, I'lL-10R2[48]. Dans leur état naif, les neutrophiles n’expriment pas I'lL-10R1 et de ce
fait, sont dans l'incapacité de répondre a cette cytokine. La perception de signaux pro-
inflammatoires tels que les lipopolysaccharides (LPS) ou l'interleukine-4 (IL-4) aura pour effet
d'une part, d'activer les fonctions effectrices inflammatoires des neutrophiles, et d'autre part, de
permettre I'expression de I'IL-10R1 rendant ainsi les cellules susceptibles a I'lL-10. Les
neutrophiles stimulés de la sorte sont donc activés en terme de fonctions pro-inflammatoires,
mais peuvent également étre considérés pré-activés pour répondre rapidement aux signaux
anti-inflammatoires comme [I'IL-10, qui seront présents lors de la phase de résolution de
linflammation[48).

De nombreux signaux inflammatoires ont des effets redondants du fait qu'ils ont des
voies signalétiques couplées via l'activation d'intermédiaires intracellulaires communs. Chez les
animaux, deux types de kinases gérent les événements de phosphorylation des facteurs de
signalisation cellulaire : les tyrosine-kinase[49] comme syk (Spleen Tyrosine Kinase) et les
sérine/thréonine-kinase-dépendantes du calcium telle que la PKC (Protéine Kinase C). Il est
stipule que I'activation de ces deux systémes de phosphorylation est requise pour générer une
réponse maximale et que certains intermédiaires signalétiques pourraient faire la jonction entre
ces deux voies[47].

(a) (b) TYROSINE [
Signaux W TYROSINE _—
,/
\ Signaux
\\ ’
a - réponse o
THREONINE P THREONINE |,

FIGURE 4: Modéle de couplage entre Iactivité des sérine/thréonine-kinases Caz’-dépendantes et la
signalisation par les tyrosine-kinases lors de la stimulation des cellules. Les boites représentent des kinases
dépendantes de la phosphorylation et les P représentent la phosphorylation au nlveau des résidus tyrosine
ou sérine/thréonine. (a) Une méme sérine-kinase est régulée a la fois par 'activité des tyrosine-kinases et des
sérines/thréonine-kinases pour éliciter une réponse. (b) Deux sérine-kinases sont régulés séparément, I'une
par des tyrosines-kinases, I'autre par des sérine/thréonine-kinases et agissent en synergie sur la réponse en
aval. Modifié de Hallet et al. 1995.

Les sérine-kinases pourraient bien étre a l'origine du couplage entre les événements de
phosphorylation puisque la régulation de leur activité est reconnue pour étre dépendante a la
fois des sérine/thréonine-kinases et des tyrosine-kinases (Voir figure 4). Ainsi, le modéle
d'activation suggére que la phosphorylation des résidus sérine/thréonine au niveau des sérine-
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kinases se produit sans que la phosphorylation maximale de leurs résidus tyrosines ne soit
atteinte; et c'est ce qui pourrait étre observé lorsque les cellules sont stimulées par de puissants
activateurs ou par des agonistes & haute concentration. Toutefois, des signaux a basse
concentration ou des agonistes reconnus comme n'ayant qu’un effet pré-activateur, les « pré-
activateurs dédiés » (dedicated primer); ne pourraient que stimuler I'activité des tyrosine-kinases
et seraient donc incapable de générer une réponse en soi en I'absence de la signalisation parle
calcium. Enfin, lorsqu’une cellules pré-activée de cette fagon regoit un stimulus activateur, la
phosphorylation des résidus tyrosines et sérines/thréonine atteint son niveau maximal et élicite
une reponse subséquente plus importante[2].

L'un des mécanismes de pré-activation les mieux décrits est celui de la NADPH oxydase,
I'enzyme responsable de la production des espéces réactives oxygénées (ROS). Ce systéme
implique les trois événements requis pour la pré-activation d'une cellule. Par exemple, certains
agents pre-activateurs peuvent faire augmenter les niveaux d'expression des récepteurs
spécifiques a l'agoniste activateur comme cest le cas pour le GM-CSF, le TNF-a et
linterleukine-15 qui sont décrits comme des agents pré-activateurs pour la production de ROS
en réponse au fMLP via notamment une augmentation de Pexpression & la membrane
plasmique du récepteur au fMLP[47].

Les événements de phosphorylation y tiennent aussi un réle important puisque certains
agents pré-activateurs n'entrainent qu'une phosphorylation partielle de p47phox, une sous-unité
du complexe NADPH oxydase dont le recrutement et la phosphorylation est cruciale pour
l'activation de I'enzyme. Des expériences de mutagénése ont en effet démontrés que p47phox
etait phosphorylée au niveau des résidus sérine 345 (Ser345) via la mapK ERK1/2 suivant un
traitement au GM-CSF, alors que la méme Ser345 est phosphorylée par la mapK p38 en
réponse au TNF-a[47]. Ainsi, la sérine 345 de p47phox peut étre considérée comme un site de
pré-activation étant donné que différentes voies MAP kinases peuvent converger pour la
phosphorylation de ce résidu et que la phosphorylation partielle de p47phox pourrait accélérer la
phosphorylation d'autres sites induite par les agents activateurs, potentialisant ainsi davantage
la génération de ROS par la NADPH[47].
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FIGURE 5: Modéle de cellules « activée » pour la flambée respiratoire de fagon classique (a4 gauche), et
« activée » 4 la suite d’une « pré-activation » (2 droite). La cellules de gauche recoit un stimulus activateur qui
entraine la phosphorylation des résidus sérine/thréonine (T) sans que la phosphorylation maximale des
tyrosines (Y) ne solent atteinte. La cellule de droite a été, préalablement a son activation, pré-activée par un
« primer » qui a entralné la phosphorylation des tyrosines sans activation des sérine/thréonine-kinases. Lors
du stimulus subséquent, les kinases responsables de la régulation de la NADPH oxydase auront davantage
de sites phosphorylés et engendreront une production plus importante d’anions superoxydes. Modifié de
Hallet et al. 1995.

La phosphorylation des sous-unités de la NADPH comme p47phox ou p67phox entraine
les modifications de conformation nécessaires pour leur recrutement et leur assemblage a la
membrane plasmique en association avec le flavocytochrome bsss[47]. Chez les cellules naives,
les composantes du systtme NADPH oxydase se retrouvent repartie entre le cytosol, la
membrane des granules et la membrane plasmique. Suivant l'activation des cellules, les
granules fusionnent avec la membrane plasmique et les sous-unités cytoplasmiques sont
phosphorylées et assemblées pour former le complexe enzymatique actif. Si certaines
composantes telles que p47 et p67phox sont importantes pour I'activation de 'enzyme, d'autres
comme p40phox ne sont que légérement phosphorylées et, sans étre requises pour I'activation
de la NADPH, peuvent stimuler son activité[47]. Ainsi, selon les signaux pergus, le profil de
phosphorylation et la disponibilité des sous-unités de I'oxydase pourraient étre différent,
entrainant la formation d'un plus large arsenal d’enzymes actives a la suite d'un second
stimulus.

La pré-activation des neutrophiles par des agents chimiques exogenes ou endogénes en
culture in vitro est donc un phénoméne de plus en plus reconnu qui demandera davantage
d’attention & I'avenir puisque cela se rapproche certainement de la réalité in vivo; a savoir que
les neutrophiles en condition inflammatoire sont exposés a des concentrations croissantes d'une
panoplie d’agonistes anti et pro-inflammatoires. Ainsi, les neutrophiles peuvent percevoir a la
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fois des signaux qui disent « vas-y! » et des signaux qui disent « stop! », et c’est la séquence, la
force et la concentration de ces signaux qui vont dicter la réponse des cellules. Nous avons par
ailleurs démontrés a cet effet que le patron de phosphorylation des résidus tyrosines en réponse
a linterleukine-15 différe selon que les cellules auront été préalablement pré-activées ou non
par le GM-CSF (résultats non présenté). En somme, la pré-activation n'est pas un artefact de la
culture in vitro et, malgré qu’elle soit difficile & évaluer, doit étre prise en considération lorsque
I'on s’intéresse au comportement des neutrophiles en réponse a ses agonistes de sorte qu'il ne
sera pas étonnant que I'on identifie de nombreux autres agents de pré-activation dans le futur et

que 'on décrive les effets du « priming » sur la majorité des fonctions du neutrophile.

Les neutrophiles en culture in vitro prolongée

Certaines données expérimentales in vivo suggérent une durée de vie d’environ 5 4 7
jours pour les neutrophiles en circulation[3, 50]. Or, il est bien connu que les neutrophiles
cultivés in vitro meurent en moins de 72 heures; c’est 'apoptose « spontanée ». On peut penser
que ces différences entre les observation in vivo et in vitro découlent du fait que lors de
l'isolation des cellules pour la culture in vitro, les neutrophiles « pergoivent » leur retrait de la
circulation, et qu'un tel signal les préparent a enclencher leur programme apoptotique. Malgré
que les mécanismes en cause dans ce processus ne soient pas encore élucidés et que les
techniques d'isolation des cellules sont bien développées et reconnues collectivement comme
n'activant pas les neutrophiles, on peut raisonnablement considérer que les neutrophiles isolés
du sang périphérique sont en quelque sorte pré-activés pour mourir dés l'instant ou ils se
retrouvent dans un tube a essai.

De nombreux agonistes du neutrophile peuvent moduler sa susceptibilité & I'apoptose in
vitro. Dans le cas ou l'apoptose est accéléré par des agents pro-apoptotique, on ne parle plus
d'apoptose spontanée, mais plutét d’apoptose induite car l'inducteur pourrait trés bien activer
des voies apoptotiques différentes de celles en cause lors de I'apoptose spontanée et ne fait
donc qu'exacerber un processus déja entamé. Les stimuli anti-apoptotiques ont pour leur part la
capacité d'augmenter jusqu'a un certain point la survie des cellules en culture, mais en somme
ne font que retarder la progression vers I'apogée apoptotique qui semble inévitable. Ainsi, le
cheminement des cellules vers leur destin apoptotique en culture in vitro est apparemment un
phénomene irréversible.
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Cependant, les neutrophiles en culture meurent progressivement en fonction du temps,
et non simultanément; ce qui suggére une certaine hétérogénéité de la population des
neutrophiles isolés en ce qui a trait a leur propension a entrer en apoptose spontaneée.
Maintenant, qu'est-ce qui distingue le neutrophile qui meure aprés 24 h de culture de celui qui
n'entre en apoptose qu'au terme de 72 h de culture, considérant que les deux ont été isolés en
méme temps a partir d'un méme donneur? Personne a ce jour n'est en mesure de répondre a
cette question, mais si I'on considére que la mise en culture des cellules est en soi une sorte de
signal engageant les neutrophiles dans un programme apoptotique; et que toutes les cellules de
la culture auront vraisemblablement regu ce signal en méme temps, la cellules qui survie aprés
72 h est-elle encore fonctionnelle, a t'elle acquise des changements phénotypiques, s'agit-il
encore d'un neutrophile & proprement parler? Voila encore autant de questions sans réponse,
mais certaines données dans la littérature ont proposés quelques éléments de réponse au cours
de la derniére décennie.

vieillissement cellulaire ou pré-activation a long terme?

Les observations expérimentales rapportent une altération des fonctions immunologiques
chez les individus agés[51], incluant une diminution de l'efficacité des neutrophiles dans leur
lutte contre les infections en raison, entre autre, d'une modulation de leur susceptibilite a
I'apoptose di aux dysfonctions mitochondriales qui apparaissent avec le vieillissement[52]. Peu
de données existent toutefois sur la fonctionnalité des neutrophiles agés; on parle ici bien sar de
I'age des cellules, & savoir le stade ol ils se trouvent entre la fin de leur maturation et leur mort
par apoptose.

On peut voir ce concept de deux fagons : I'dge in vivo, c'est a dire le temps entre la sortie
des neutrophiles de 'hématopoiése et leur élimination par apoptose constitutive en circulation
aprés 5 a 7 jours[3, 50]; et I'age in vitro qui référe au moment entre leur mise en culture et leur
déplétion par apoptose spontanée qui survient dans les 72 heures. La relation entre les deux
n’'est pas clair et difficile & évaluer, mais pourrait bien exister. On peut stipuler que I'age in vivo
influe sur I'age in vitro de fagon telle que les neutrophiles plus avancés dans leur age in vivo
seraient plus susceptible & I'apoptose en culture in vitro que les neutrophiles qui étaient plus
« jeunes » au moment de leur isolation. Cependant, considérant que les neutrophiles auraient
une durée de vie de plus ou moins six jours en circulation et que de nouvelles cellules sont
générées quotidiennement, un individu sain devrait donc avoir une population hétérogéne de
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neutrophiles en terme d'age in vivo dans son sang. De ce fait, ses neutrophiles les plus agés
pourraient mourir dans les 24 h suivant la mise en culture, ce qui est concordant avec les
observations in vitro. Toutefois, la suspension de neutrophiles obtenue d'un tel individu devrait
egalement contenir des cellules plus « jeunes » qui auraient la capacité de survivre au-dela de 4
jours en culture. Or, la totalité des neutrophiles meurent dans les 2 jours suivant l'isolation; ce
qui indique que la relation entre I'dge in vivo et in vitro n'est pas aussi directe que I'on aurait pu
penser. Il est possible que le signal engageant les neutrophiles dans leur programme
apoptotique suivant leur retrait de la circulation sanguine soit inévitable, mais que les cellules
plus « jeunes » y seraient plus récalcitrantes jusqu'a un certain point; repoussant de quelques
heures leur irrémédiable destin. Quoiqu'il en soit, en 'absence de données concomitantes, I'on
devra considérer I'age in vivo et I'age in vitro comme deux phénomenes distincts.

L'apoptose des neutrophiles est associée a la perte de pratiquement toutes les fonctions
biologiques de ces cellules. En effet, les neutrophiles décrits comme étant apoptotique sur la
base d'observations cytologiques de leur morphologie cellulaire et de leur affinité pour I'Annexin-
V évaluée par cytométrie, démontrent une incapacité dans leur fonctions inflammatoire telles
que la phagocytose, la dégranulation et Ia chimiotaxie[53]. Rien d'étonnant quand on sait que la
plupart des fonctions des neutrophiles nécessitent une synthése de novo d’ARNm et de
protéines ainsi qu'un réarrangement du cytosquelette; et que les symptémes de I'apoptose
incluent une fragmentation du matériel genétique accompagné d'un démantélement du
cytosquelette. Quand est-il toutefois en terme de fonctionnalités biologiques des neutrophiles en
culture in vitro au cours de stades précédents I'apoptose ou lors des stades précoces suivant
linitiation du programme apoptotique?

modulations phénotypiques et fonctionnalités

Quelques études se sont penchées au cours des douze derniéres années sur le devenir
phénotypique des neutrophiles cultivés pour des délais prolongés. L'une des constantes
observées couramment est I'apparition de marqueurs de cellules dendritiques (DC)
accompagnés des modifications morphologiques associées a ce type cellulaire[4-8].

Oehler et al. ont démontrés que les précurseurs immédiats du stade final de
différenciation des neutrophiles, les PMNp (polymorphonuclear precursors) qui sont des cellules
auparavant considérées comme engagées de fagon irréversible dans la lignée granulocytaire,
pouvaient étre redirigés vers une différenciation en cellules de type dendritiques suivant une
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incubation de 9 jours en présence d'un cocktail de cytokine incluant le GM-CSF, l'interleukin-4 et
le TNF-a[4]. Les cellules au terme de cette culture, exprimaient des marqueurs typiques de DCs
tels que le CD1, le CMH de classe 2 et ses molécules de co-stimulation CD80 et CD86, ainsi
que le CD40 et le CD83[4]. Ces « DC-dérivées de neutrophiles » avaient la capacité de
présenter des antigénes solubles et stimuler les lymphocytes Th (une fonction qui est inexistante
chez les PMN fraichement isolés non activés) avec une efficacité de plus de 10 000 fois celle
de monocytes fraichement isolés. Ces cellules avaient également 'apparence de DCs avec des
noyaux ronds et de nombreuse projections cytoplasmiques de sorte que les auteurs en ont
concluent que ces « DC-dérivées de neutrophiles » ressemblaient de trés prés, en terme de
fonctionnalités, d'expression de molécules de surface et de morphologie, a une population de
« DC classique » [4].

Un autre groupe s'est intéressé a la propension des neutrophiles activés par des
cytokines a stimuler la réponse immunitaire acquise. Ils ont eux aussi démontrés que les
neutrophiles cultivés 24 heures en présence de GM-CSF, de TNF-« et d'INF-y en dose simple
ou en mixture exprimaient des marqueurs DCs[5). Les effets seuls de chacune de ces cytokines
entrainaient I'expression de différents marqueurs suggérant une hétérogénéité des neutrophiles
activés selon les signaux qu'ils pergoivent. Par exemple, le GM-CSF induisait I'expression du
CMH Il et permettait aux neutrophiles de présenter des superantigénes, mais n'induisait pas
I'expression de CD40 ou CD83. Lorsque stimulés par le TNF-o. ou I'INF-y, les neutrophiles
exprimaient plutét le CD83, mais pas le CD40 ni le CMH II. En combinaison, ces 3 cytokines
entrainaient I'expression & la fois du CMH I, du CD40 et du CD83, tous d'importants marqueurs
de cellules dendritiques[5]. Toutefois, aucuns des stimulants a eux seuls ou en mixture
n'induisait I'expression de CD80 ou CD86, les molécules de co-stimulation b7.1 et b7.2,
nécessaires pour la présentation antigénique. Il est tout de méme reconnu que l'interaction du
CD40 avec son ligand induit I'expression du CD86 chez les DCs[9] et on peut donc penser que
ce mecanisme existe également chez les neutrophiles reprogrammeés en « dendritic-like cells »
par des cytokines pro-inflammatoires, générant ainsi des « DC-dérivés de neutrophiles »
possédants la majorité des caractéristiques fonctionnelles des cellules présentatrices
d'antigénes professionnelles.

L'expression du CD83 et du CMH I ainsi que de d'autres marqueurs de DCs tels que
CD64 et CD14 a également été observée chez les neutrophiles cultivés 48 heures en présence
d'interleukine-15[6] et ces marqueurs avaient des niveaux d’expression plus bas chez les
neutrophiles témoins, cultivés 48 heures en I'absence d'IL-15. Les taux d'apoptose n'ont pas été
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evalués et, bien que I'lL-15 est connue pour retarder I'apoptose in vitro, la concentration utilisées
(20ng/ml) n'a qu'un effet faible sur la susceptibilité des cellules a I'apoptose spontanée
(rappelons que plus de 75 % des neutrophiles sont éliminés par apoptose en culture in vitro
apres 48 h en l'absence de signaux anti-apoptotiques forts) et I'on ne peut par conséquent
savoir si c'est réellement I'lL-15 qui induit ces marqueurs ou si cela fait partie du programme
apoptotique des neutrophiles pré-activés par la culture in vitro.

En ce sens, I'équipe de Park et al. a évalué I'expression des marqueurs de DCs chez les
neutrophiles cultivés 24 heures en absence d'agonistes comparativement aux cellules cultivés
avec des agents pro et anti-apoptotiques[8]. En analysant par cytométrie I'expression des
marqueurs DCs CMH II, CD80, CD86, CD83 et CD40 en double marquage avec 'annexin-V, ils
ont démontrés que ces molécules étaient exprimées fortement dans la population annexin-V
positive (donc apoptotique), mais également dans la population annexin-V négative (cellules
non-apototiques) dans une moindre mesure[8]. L'apoptose des neutrophiles est généralement
accompagnée d'une perte du CD16 et les marqueurs DCs semblaient exprimés plus fortement
chez la population CD16 négative, un phénomeéne exacerbé par les agents pro-apoptotiques
suggérant que 'apparition des marqueurs DCs est une propriété du programme apoptotique des
neutrophiles. Cependant, la stimulation des neutrophiles par des signaux anti-apoptotiques forts
comme le GM-CSF entrainait également, au terme de 24 heures de culture, 'expression des
certains marqueurs DCs et la répartition des cellules « DC-positives » était d'environ 50-50 entre
les populations annexin-V positive et négative[8). Ainsi il demeure incertain a savoir si
I'expression de ces marqueurs DCs survient avant, pendant ou aprés que les cellules aient initié
leur programme apoptotique.

S'il est collectivement reconnu qu'entre 1 et 5 % des neutrophiles cultivés in vitro en
absence d'agonistes peuvent survivre au-delad des 48 heures; en présence d'agents anti-
apoptotiques, le taux de survie se situe de 10 & 20 % aprés 72 heures, et peut atteindre les 30
% lorsque les agents anti-apoptotiques sont combinés. L'équipe de Chakravarti et al. s'est donc
intéressés aux neutrophiles cultivés 72 heures en présence d’'un mélange de GM-CSF, d'IL-4 et
de TNF-c. lIs ont obtenus de cette fagon de 8 & 17 % de neutrophiles survivants; une sous-
population quils ont dénommée: « neutrophiles de longue durée de vie » (long-lived
neutrophils)[7]. lls ont enrichie et isolé cette sous-population par centrifugation différentielle sur
gradient de Percoll afin d'évaluer I'expression des marqueurs de surface et la fonctionnalité
biologique de ces « Jong-lived neutrophils ». lls ont dénoté une expression de novo du CMH de
classe 2 et du CD80, et ont rapporté une augmentation de la production d'anions superoxyde en
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réponse au fonnyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), de I'index phagocytaire des particules
de zymosan opsonisées et de I'adhésion aux fibroblastes[7]. Toutefois, la chimiotaxie et
I'exocytose des granules primaires et secondaires presentaient une diminution par rapport aux
cellules fraiches. Ces « long-lived neutrophils » représentaient donc un nouveau phénotype par
rapport aux neutrophiles fraichement isolés et démontraient que méme les neutrophiles
matures, autrefois considérés comme des cellules inchangeantes, étaient susceptible d’acquérir

des modification phénotypiques.

L'apparition des caractéres morphologiques et fonctionnels associés aux DC chez les
neutrophiles activés par des cytokine en culture in vitro semble étre une constance et ne serait
certes pas dépourvu de relevance physiologique advenant qu'un tel phénomeéne se produise
également in vivo. Les neutrophiles, a titre de phagocytes professionnels et de premiers
arrivants aux sites inflammatoires, peuvent ingérer de nombreux antigénes, il serait donc
biologiquement pertinent que ces cellules puissent participer a I'élaboration d'une réponse
acquise; la présentation antigénique par les neutrophiles activés in vitro est par ailleurs une
fonction de plus en plus reconnue[10]. Maintenant, a savoir si des neutrophiles pourraient
retourner dans la circulation sanguine aprés avoir infiltré les tissus et phagocytés des
pathogénes pour ensuite migrer aux organes lymphatiques et effectuer la présentation
antigénique a l'instar des DCs et M¢, cela demeure hypothétique. Selon les données disponibles
a ce jour, il est sans doute plus probable que les neutrophiles ne peuvent quitter le site
inflammatoire, que leur activation par des agonistes pro-inflammatoires les engages dans un
destin apoptotique (méme si a court terme un signal pro-inflammatoire est anti-apoptotique), et
que si les neutrophiles ont bel et bien un réle a jouer dans les processus de présentation
antigénique, ils ne le feraient qu'accessoirement et directement sur place dans le foyer
inflammatoire[54].

Quoiqu'il en soit, il appert que les précurseurs des neutrophiles peuvent étre
reprogrammeés en cellules dendritiques et que les neutrophiles matures activés peuvent en
acqueérir les caractéristiques. La nature hématopoiétique bivalente des DCs, a savoir si ce sont
des cellules d'origines myéloides ou lymphoides (des observations appuient l'une et l'autre de
ces hypothéses)[55] pourrait étre un autre argument en faveur du caractére reprogrammable
des neutrophiles en DCs.

En somme, il demeure difficile a déterminer si les modulations phénotypiques que
subissent les neutrophiles au cours d’une culture in vitro prolongée sont associées au
vieillissement cellulaire, font partie intégrante du programme apoptotique, ou ne sont que le
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resultat de I'effet de reprogrammation par les cytokines anti-apoptotiques. De plus, il n'existe
pas de données a savoir si les neutrophiles conservent leur fonctionnalité et leurs propriétés
inflammatoires durant une culture prolongée avant que les cellules n'acquiérent les
caractéristiques morphologiques propre aux cellules apoptotiques; ni si ces derniéres préservent
leur capacité a répondre aux agonistes pouvant potentialiser ces fonctions. En d’autres termes,
reste a savoir si les neutrophiles agés en culture in vitro demeurent des neutrophiles a
proprement parler, et ce en regard a leur fonctions inflammatoires, leur réponse aux cytokines et
leur marqueurs moléculaires
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MATERIEL ET METHODE

Produits et anticorps

Les interleukines (IL)-4 et IL-15 recombinantes humaines purifiées, ainsi que le
granulocytes-macrophages colony-stimulating factor (GM-CSF) humain recombinant, ont été
obtenus de Prepo Tech Inc, tandis que I'lL-8 humaine recombinante a été fourni par R&D
Systems.

Le Phorbol-myristate-acetate (PMA) et le Formyl-methionine-leucine-phenylalanine
(fMLP) ont été achetés chez Sigma Aldrich. La Calcéine-AM et la sonde 5-(et-6)-Carboxy-2',7"-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (carboxy-H2DCFDA) nous ont été fourni par la compagnie
Molecular Probe.

Les immunoglobulines gamma (IgG) de souris dirigées contre les marqueurs humains
CD35, CD63 et CD66b ont été obtenus chez BD pharmigen™ tandis que les anticorps de chévre
anti souris conjugués au FITC provenaient de Cedarlane. Les IgG de lapins spécifiques aux
érythrocytes de moutons (anti SRBC) étaient fourni par Sigma Aldrich.

Le milieu de culture cellulaire RPMI 1640, le sérum de veau fétal (SVF) ainsi que la
trousse de marquage a I'annexin-V ont été achetés chez Invitrogen Life Technologies.

Isolement et incubation des neutrophiles

Les neutrophiles ont été isolés & partir du sang de donneurs sains et volontaires par une
sédimentation sur dextran suivi d’une centrifugation sur Ficoll-Hypaque (Amersham
Biosciences) tel que décrit précédemment[36, 56]. Les dons de sang ont été obtenus d'individus
informés et consentants selon la procédure approuvée par linstitution. La viabilité cellulaire
(298%) a été évaluée par la méthode d’exclusion au bleu de Trypan et la pureté des cellules
isolées (298%) a été évaluée a partir de préparations cytologiques colorées avec la trousse de
coloration cellulaire Hema 3 (Fisher Scientific).

Apres l'isolement, les neutrophiles ont été resuspendus & une concentration de 1 x 10°
cellules/ml dans du milieu de culture RPMI 1640 hepes et Pen/Strep supplémenté de 10% de
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SVF, et ont été conservés dans des flacons de culture anti adhésifs & 37°C avec 5% de CO.. A
quatre moments suivant le début de I'incubation (30 minutes pour les cellules fraiches ou 24, 48
et 72 heures pour les cellules agées), les neutrophiles ont été récoltés et suspendus a une
concentration de 10 x 10° cellules/ml dans du milieu frais afin d'évaluer leurs fonctions

cellulaires.

Lignée cellulaire

Les cellules épithéliales carcinomiques humaines de la lignée A-549 ont été obtenues de
American Type Culture Collection (ATCC) et maintenues dans du milieu RPMI 1640 avec
hepes, antibiotiques et 10% SVF.

Evaluation de I'apoptose par cytologie et cytométrie en flux

Des échantillons cytocentrifugés de neutrophiles fraichement isolés et agés ont préparés
a l'aide d'une centrifugeuse Cyto-tek (Miles Scientific) et colorés avec la trousse Hema 3. Les
cellules ont été examinées au microscope a 40X et les neutrophiles apoptotiques étaient définis
comme les cellules présentant des noyaux piknotiques typique.

Les taux d'apoptose ont également été évalués par cytométrie en flux a la suite du
marquage des cellules avec I'annexin-V couplée au FITC. Brievement, les cellules étaient
lavées avec du PBS puis suspendu dans 100 pl de tampon de liaison a I'annexin-V auquel a été
ajouté 1 pl d'annexin-V conjugué au FITC. Aprés une incubation de 15 minutes en absence de
lumiére, un volume de 400 ul de PBS froid a été ajouté a la suspension avant de procéder a
I'analyse utilisant un cytométre FACScan (BD Biosciences).

Chimiotaxie et transmigration

L'évaluation de ces fonctions s'est faite a I'aide d’'une chambre de Boyden a quarante-
huit puits (Neuro Probe Inc.) munie d'une membrane de polycarbonate présentant des pores de
3 gm de diametre. Les puits du compartiment inférieur de la chambre ont été chargés de 26 i
de tampon de dilution ou d'IL-8 & 200 ng/ml puis recouverts de la membrane avant de refermer
la chambre avec le compartiment supérieur. A la suite d'un marquage de 30 minutes & la
Calcéine-AM (5 pM), les neutrophiles (45 ul d’'une suspension & 1 x 10° cellules/m! dans du
RPMI 1640) ont été chargés dans les puits du compartiment supérieur. La chambre de Boyden
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a été incubée 60 minutes a 37°C avec 5% CO,. Par la suite, le compartiment supérieur a été
retiré et le coté supérieur de la membrane a été soigneusement gratté a I'aide de linstrument
fourni par le manufacturier. Le contenu des puits du compartiment inférieur a été récolté pour un
décompte cellulaire a I'aide d’'un hémacytomeétre. Les membranes ont été placées sur des lames
de microscope puis observées au photomicroscope a fluorescence.

Adhésion aux cellules A-549

L'adhésion des neutrophiles fraichement isolés et 4gés a é&té évaluée selon une méthode
avec laquelle nous avons déja publié[32], moyennant de légéres modifications. Les cellules de
la lignée A-549 ont été cultivés sur des lamelles de verre jusqu’a confluence puis ont été lavées
deux fois avec du PBS. Les neutrophiles (200 ul & 10 x 10° cellules/ml) ont été traités avec soit
le tampon de dilution, soit de I'lL-4 (200 ng/ml), ou de I'lL-15 (200 ng/ml) ou le témoin positif IL-8
(200 ng/ml) durant 2 heures, puis marqués avec la Calcéine-AM a 5 uM pendant 30 minutes.
Ensuite de quoi, les neutrophiles marqués ont été ajoutés a 500 pl de PBS dans des puits de
plaques de culture a douze puits contenants les lamelles de verre avec les cellules A-549 a
confluence, puis incubés 30 minutes. Aprés lincubation, les lamelles ont été intensivement
lavees puis transférées dans une nouvelle plaque & douze puits contenant du PBS. La quantité
de neutrophiles adhérés a été évaluée en comptant le nombre de cellules fluorescentes dans
cing champs microscopiques & 40X sélectionnés au hasard en observant la plaque a douze
puits avec un microscope photonique Leica équipé d’'un condensateur épifluorescent ebq 100
de.

Phagocytose

Les globules rouges de moutons ont été opsonisés avec une dilution finale 1:200
d'anticorps anti SRBC durant 45 minutes avec agitation a 37°C comme décrit
précédemment[32, 57]. Les neutrophiles (10 x 106 cellules/ml dans RPMI 1640) ont été
prétraités durant 30 minutes avec soit le tampon de dilution, soit avec 200 ng/ml d'IL-4, ou 200
ng/ml d'IL-15 ou 65 ng/ml de GM-CSF, puis incubés 38 minutes (temps optimal selon de
nombreux essais préléminaires pour les cellules cultivées 24 heures et plus) & 37°C avec les
SRBC opsonisés selon un rapport de 5 globules rouges pour 1 neutrophile. Aprés quoi, les
échantillons ont été centrifugés 10 minutes & 1200 rpm & 4°C. Les surnageant ont été retirés et
les globules rouges extracellulaires restants ont été éliminés en procédant a une lyse
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hypotonique sur les culots en les traitants avec 400 pl d'eau durant 20 secondes avant de
retablir 'osmolarité en ajoutant 4,5 ml de PBS. Les échantillons ont par la suite été lavés deux
fois avec du PBS froid et les culots ont été suspendus a une concentration finale de 4 x 10°
cellules/ml. Des duplicats de préparation cytocentrifugées ont ensuite été préparés et colorés au
Hema 3 puis observés au microscope comme precédemment décrit. Les taux de phagocytose
étaient établis comme le pourcentage de neutrophiles non apoptotiques ayant ingérés au moins

un globules rouge.

Déplétion des éosinophiles et des cellules nécrotiques

Afin d'évaluer les taux de phagocytose chez les neutrophiles cultivés 48 heures, nous
avons dus enrichir les cellules vivantes au sein de suspensions cellulaires comportant des
proportions trés élevées de cellules apoptotiques et nécrotiques. De plus : malgré que nos
échantillons contenaient moins de 4% d’éosinophiles suivant la technique d'isolement, la demi-
vie de ces cellules étant nettement plus grande que celle des neutrophiles, au terme de 48
heures de culture, on retrouvait jusqu'a dix fois plus d'éosinophiles que de neutrophiles vivants.
Bien que les tests de phagocytose se faisaient par observations cytologiques, que les
neutrophiles et les éosinophiles y sont facilement distinguables, et que nous avons jamais
observés au cours de ces expériences d’éosinophiles ayant phagocytés des globules rouges de
moutons opsonisés (les éosinophiles n'expriment pas le CD16, le récepteur pour la portion Fc¢
des anticorps), la faible proportion de neutrophiles vivants par rapport aux éosinophiles aprés 48
heures de culture rendait les observations difficiles. Ainsi, nous avons développé une méthode
expéerimentale pour retirer a la fois les cellules apoptotiques/nécrotiques et les éosinophiles de
nos suspensions de cellules 4gées de 48 heures. Brievement, les cellules sont marquées a
I'annexin-V conjuguée au PE (pour les cellules apoptotiques et nécrotiques) tel que décrit
précédemment, puis sont incubées 15 minutes en présence d’'un mélange d'anticorps anti CD9
(pour les éosinophiles) et anti PE. Ces deux anticorps sont des tétraméres qui reconnaissent
également le dextran (Trousse EasySep™ de Stemcell Technologies, inc). Les cellules sont
ensuite incubées 10 minutes avec des nanoparticules magnétiques recouvertes de dextran, puis
incubées 5 minutes dans un aimant spécialement congu par le manufacturier (Stemcell
technologies, inc) avant d’étre transvidées dans un nouveau tube. La majorité des cellules
apoptotiques et nécrotiques, ainsi que les éosinophiles sont retenues par I'aimant (fraction de
sélection positive), laissant une suspension enrichie de neutrophiles vivants intacts dans la
fraction de sélection négative qui nous sert par la suite & évaluer la phagocytose a 48 heures.
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Production de réactifs oxygénés

La synthése des réactifs oxygénés (ROS) a été évaluée en marquant les neutrophiles
avec la sonde de détection des ROS intracellulaire H2-DCFDA (10 uM) durant 10 minutes en
absence de lumiére avant de soumettre les cellules a une stimulation de 30 minutes avec le
tampon, 200 ng/ml d’IL-4, 200 ng/mi d'IL-15, 10 nM de fMLP ou 50 nM de PMA comme nous
Favons récemment publié[58]. A la suite d'une série de lavage avec du PBS froid, les
échantillons ont été analysés en cytometrie a I'aide du FACScan (BD Biosciences).

Dégranulation

Tel que publié auparavant[59), I'expression a la membrane plasmique des marqueurs
CD35, CD63 et CD66b a été analysée par cytométrie en flux afin d'évaluer I'exocytose des
granules sécrétoires, azurophiles et speécifiques, respectivement. En résumé, les neutrophiles
(10 x 10° cellules/ml) ont été prétraités avec le tampon, I'lL-4 (200 ng/ml), I'IL-15 (200 ng/ml) ou
le fMLP (1 pM) pour 30 minutes. Par la suite, afin de limiter les liaisons non spécifiques des
anticorps, les cellules ont été incubées 30 minutes sur glace dans du PBS avec 20% de SVF
deécomplémenté. Aprés une série de lavages dans du PBS, les anticorps primaires ou un témoin
isotypique 1gG+ non spécifique ont été ajoutés aux cellules a une concentration de 1 Hg/ml suivi
d’une incubation de 30 minutes dans du PBS sur glace. Les neutrophiles ont ensuite été lavés
deux fois dans du PBS puis incubés 30 minutes en présence de I'anticorps secondaire (1 pg/mi
IgG anti souris couplé au FITC) dans du PBS sur glace. Aprés trois lavages, les cellules ont été
suspendues dans du PBS puis analysées a I'aide du FACScan (BD Biosciences).

Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel Prism 4 pour Macintosh

(GraphPad Software, Inc, version 4.0c). Les signifiances statistiques pour les tests de student et
les tests anova ont été établies selon un intervalle de confiance fixé & 95% (P > 0,05).
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RESULTATS

Etant donné que nous avons travaillé dans cette étude avec des échantillons de
neutrophiles humains isolés et cultivés pour des périodes prolongées, il est de mise de définir
adéquatement la répartition des trois stades cellulaires des neutrophiles décrits précédemment
qu'on retrouve au sein des suspensions cultivés de 24 a 72 heures.
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72
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FIGURE 6 : Répartition sur la base de ia morphoiogie cellulaire en cytoiogie des trois états des neutrophiies
humains selon les pourcentages retrouvés dans les cuiture in vitro de 24, 48 et 72 heures. En dessous :
photos des apparances cytologiques des neutrophiles vivants, apoptotiques et nécrotiques tels qu'observés
au microscope a 40X. A titre Indlcatif, ies suspensions de neutrophiles fraichements isolés de donneurs
sains ne contiennent pas de cellules nécrotiques et < 1% de celiules apoptotiques.

La figure 6 fait donc office de référence afin de démontrer quelle proportion de
neutrophiles vivants et fonctionnels est présente dans les différentes suspensions cellulaires sur
lesquelles nous avons effectué les expérimentations qui suivent.
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Adhésion sur un substrat cellulaire

Afin de pouvoir quitter la circulation sanguine et atteindre le site inflammatoire, les
neutrophiles doivent avoir la capacité d'adhérer a I'endothélium vasculaire. Ceci se fait via les
molécules d'adhésion intercellulaire dont I'expression peut étre stimulée par des agents pro-
inflammatoires tels que I'lL-4 et I'lL-15. Ainsi nous avons voulu vérifier si les neutrophiles
préservaient leur capacité a adhérer a un substrat cellulaire a la suite d'une culture prolongée,
comparativement aux cellules fraichement isolées.
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FIGURE 7: Adhésion des neutrophiles sur un tapis de cellules épithéliales de la lignée A-549. Les
neutrophiles fraichement isoiés ou cuitivés 24 et 48 heures sont stimuiés ou non (HBSS) avec 200 ng/mi d'iL-
4, IL-15 ou IL-8, puls marqués a la Calcéine-AM. Le nombre de celiules fiuorescente a été compté dans §
champs microscopiques a4 40X chez 3 donneurs différents (P > 0,05). En_dessous : photos représentatives
des champs a 40X des témoins négatifs (HBSS) et positifs (IL-8) de I'adhérance des neutrophiles fraichement
Isolés et cuitivés 24 et 48 heures.
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Tel qu'attendu, on peut voir sur la section gauche de la figure 6, présentant I'adhérence
des neutrophiles fraichement isolés, que les cellules ont répondu significativement lorsqu'elles
ont éte stimulées avec les agonistes testés, comparativement a celles qui n'ont été traitées
qu'avec le tampon de dilution HBSS. Toutefois, dans le cas de linterleukine-1 5, la comparaison
des valeurs obtenus avec celles du témoin HBSS par un test de student, rapportait un P value
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d'exactement 0,05, soit a la limite de la signifiance, et donc cette condition n'a pas été indiqué
comme étant statistiquement significative sur la figure.

La section central de la figure 6 présente I'adhérence des neutrophiles lorsque ceux-ci
ont été cultivés 24 heures suivant leur isolement du sang périphérique, avant de les stimuler
avec les agents et de les soumettre a I'essai. On y voit que les cellules ont conservés leur
capacite a adhérer au tapis cellulaire et qu'elles répondent encore significativement aux

stimulants, sauf en ce qui a trait a I'lL-15.

Les résultats des tests d'adhérence effectués sur les neutrophiles cultivés 48 heures
(section droite de la figure 6) montrent que les cellules auront perdu leur habileté & répondre aux
cytokines potentialisant cette fonction que nous avons testés. En effet, on ne note plus de
différence significative entre les neutrophiles non stimulés (traités au tampon HBSS) et ceux qui
ont été traités avec les interleukines.

Chimiotaxie et transmigration

La capacité des neutrophiles a rejoindre le foyer inflammatoire dépend grandement de
leur habileté & suivre un gradient chimiotactique et a migrer & travers une matrice telle que la
barriére endothéliale. Comme il a été démontré que les neutrophiles agés et activés, c'est a dire
cultivés de maniére prolongée en présence d'un cocktail de cytokines, présentaient une
diminution significative de leur capacité chimiotactique[7], nous avons voulu évaluer le
comportement chimiotactique des neutrophiles agés en absence d’agonistes. La réponse des
cellules fraichement isolées a donc été comparée a celle des cellules des mémes échantillons
apres 24 et 48 heures de culture. L'utilisation d'une chambre de Boyden avec une membrane de
polycarbonate nous a permit d’évaluer par la méme occasion les capacités transmigratoires des
neutrophiles puisque pour atteindre les puits inférieurs de la chambre ou se trouvait le
chimioattractant, les cellules devaient, en plus d'étre en mesure de suivre un gradient
chimiotactique, étre capable de traverser la matrice de polycarbonate dont les pores mesuraient
3 ym.
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FIGURE 8 : Capacité chimiotactique et migratoire des neutrophiles agés. Rapport entre le nombre de cellules
ayant migrées vers les pults contenant I'agent chimioattractif (200 ng/ml d’IL-8) et celles ayant migrées vers
les puits témoins du compartiment inférieur de ia chambre de Boyden. Les cellules de 4 donneurs (N = 4)
sont soumises au test 30 minutes suivant leur isolement; I'expérience est répétée aprés 24 heures de cuiture,
puis apreés 48 heures. (P > 0,05)

En observant la figure 7, on note une diminution progressive des capacités
chimiotactiques et transmigratoires des neutrophiles au fil du temps. Ces résultats concordent
avec ce qui déja été rapporté dans la littérature, mais en méme temps, étant donné qu'il s'agit
de neutrophiles agés et non stimulés, cela démontre également que les neutrophiles vieillis en
culture en absence de signaux activateurs conservent jusqu'a un certain point leur habileté
repondre & un signal chimiotactique; un phénoméne qui n'avait pas été évalué a ce jour. En
effet, a la suite des premiéres 24 heures de culture, on dénombre encore de 50 a 75 fois plus de
cellules ayant migrées vers les puits contenant I'lL-8 que de cellules ayant migrées vers les puits
temoins. Méme au terme de 48 heures de culture, malgré que la diminution soit marquante par
rapport aux cellules fraichement isolées, on observe encore de 10 & 20 fois plus de cellules qui
auront suivi le gradient chimiotactique comparativement & leur témoin négatif respectif.
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Phagocytose

Les neutrophiles sont des cellules phagocytaires qui ont la propension d'ingérer les
pathogénes au site inflammatoire: un phénomeéne facilit¢ par [I'opsonisation des
microorganismes avec des anticorps. Comme il s'agit de leur principale arme pour lutter contre
les bactéries et fungi, il était donc important, dans I'optique du présent projet, d’évaluer si cette
fonction des neutrophiles était préservée chez les cellules non stimulées et dgées. La réponse
aux IL-4 et IL-15, ainsi qu'au GM-CSF (témoin positif) des cellules cultivées 24 heures a donc
été comparée a celle des cellules fraichement isolées.
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FIGURE 9 : Phagocytose des globuies rouges de moutons opsonisés. Les neutrophiles fraichement isolés ou
cultivés 24 heures sont stimulés ou non (HBSS) avec 200 ng/mi d’IL4 ou IL-15, ou avec 65 ng/ml de GM-CSF.
Le taux de phagocytose est exprimé en terme de pourcentage de neutrophiles ayant Ingérés au moins un
globule rouge sur les préparations cytologiques observées au microscope & 40X de 3 donneurs différents (P
> 0,05). A droite : photo & 40X de phagocytose de globules rouges de moutons opsonisés par neutrophiles
cultivés 48 heures. A) neutrophiles vivants ayant Ingérés des globules rouges, B) neutrophlle apoptotique, C)
neutrophile vivant non phagocytaire.

Tel que rapporté précédemment, le GM-CSF augmente fortement le taux de
phagocytose des globules rouges de mouton opsonisés par les neutrophiles fraichement isolés,
et il en va de méme pour les IL-4 et IL-15, dans une moindre mesure (figure 8, section gauche).
Ce qui est inédit est la section droite de la figure 8 présentant les résultats de phagocytose des
neutrophiles cultivés 24 heures. On y voit que les cellules présentent un patron de réponse
similaire & ce qu'on observe chez les cellules fraichement isolées, mis a part que le taux basal
de phagocytose (HBSS : cellules non stimulées) semble plus élevé aprés 24 heures de culture
et par conséquent, la réponse au agonistes parrait moins marquante.

38



Pour des raisons qui seront discutées plus loin, le taux de phagocytose au terme de 48
heures de culture avoisine les 100% et la différence entre les cellules stimulées et non stimulées
n'est plus (résultats non présentés). Toutefois, comme en témoigne la photographie de la figure
8, les neutrophiles humains cultivés 48 heures en absence de tout signal activateur sont encore
en mesure d'ingérer des particules opsonisées; un phénomeéne qui n’avait jamais été démontré

auparavant.

Production de réactifs oxygénés

La production de réactifs oxygénés (ROS) est un autre aspect important de I'activité
microbicide des neutrophiles qui devait étre évalué chez les cellules agées. Nous avons choisi
pour se faire deux agents reconnus pour induire une forte production de ROS chez les
neutrophiles fraichement isolés : le fMLP et le PMA. Le premier stimulant la flambée respiratoire
via un récepteur spécifique et le second agissant selon un mécanisme encore méconnu. Nous
avons également testé les IL-4 et IL-15, méme s'il est déja connu que ces cytokines ne peuvent
induire & elles seules la synthése de ROS, afin de vérifier s'il y aurait un gain de réponse chez
les cellules cultivées.
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FIGURE 10 : Production d’espéces réactives oxygénées par les neutrophiles agés. Les celiules fraichement
Isolées ou cultivées 24 et 48 heures sont stimulées ou non (HBSS) avec 200 ng/mi d’IL-4 ou IL-15, ou avec 50
nM de PMA ou 10 nM de fMLP. N = 4 (P > 0,05).

Pour chacune des sections de la figure 9 (neutrophiles fraichement isolés & gauche,
apres 24 heures de culture au centre et aprés 48 heures & droite) les neutrophiles était analysés
en cytomeétrie en flux aprés la stimulation avec les agents pour détecter la présence de ROS
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intracellulaires. Tel qu'attendu, les cellules fraichement isolées ont répondu fortement au PMA et
au fMLP, tandis que les IL-4 et IL-15 n'ont pas induit de production de ROS avec une réponse
comparable & celle des cellules non stimulées (HBSS).

Chez les cellules agées de 24 et 48 heures, malgré que les valeurs diminuent
légérement, la réponse au PMA demeure significative méme au terme de 48 heures de culture.
Par contre, pour ce qui est du fMLP, méme si les valeurs obtenues demeure sensiblement plus
élevee que le témoin négatif aprés 24 et 48 heures de culture, I'analyse statistique révéle que la
réponse n'est plus significative dés les premiéres 24 heures et donc, on ne peut considérer que
les neutrophiles agés de 24 ou 48 heures maintiennent leur capacité & répondre au fMLP en ce
qui a trait & la production de ROS. On note également qu'il n'y a pas de modulation de la
réponse aux IL-4 et IL-15 a mesure que les neutrophiles vieillissent en culture.

Dégranulation

L'exocytose des granules des neutrophiles peut étre évaluée en détectant grace a des
anticorps spécifiques la présence a la surface cellulaire de marqueurs associés aux trois
principales granules que sont les vésicules sécrétoires (CD35), les granules azurophiles (CD63)
et granules spécifiques (CD66b). Comme il a été rapporté que les neutrophiles ageés et activés
présentaient une diminution significative de I'exocytose des granules azurophiles et spécifiques
en réponse au fMLP[7], nous avons voulu vérifier si un phénomeéne similaire se produisait chez
les neutrophiles cultivés en absence de signaux activateurs. Par la méme occasion, sachant que
les IL-4 et IL-15 sont connus pour n'avoir aucun effets a elles seules sur cette fonction chez les
neutrophiles, nous les avons tout de méme testés afin de s’assurer qu’a l'instar de la production
de ROS, il n'y aurait pas de gain de réponse chez les cellules cultivées.
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FIGURE 11 : Exocytose des granules sécrétoires, spécifiques et azurophiles chez les neutrophiles agés. A)
vésicules sécrétoires (CD35), B) granules spécifiques (CD66b) et C) granules azurophiles (CD63). Les cellules
sont stimulées ou non (HBSS) avec 200 ng/mi d'IL<4, 200 ng/ml d'IL-15 ou 1 pM de fMLP. Les cellules non
stimulées sont également exposées a un anticorps secondaire non spécifique faisant office de témoin
Isotypique (iso). L’expérience est effectuée sur les cellules de 3 donneurs (N = 3) 30 minutes suivant leur
isolement, puis répétée aprés 24 et 48 heures de culture. (P > 0,05).
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La section gauche de la figure 10 qui présente I'exocytose des vésicules sécrétoires (A),
des granules spécifiques (B) et des granules azurophiles (C) chez les neutrophiles fraichement
isolés fait office de témoin pour comparer la réponse de cellules agés de 24 heures (section
centrale) et 48 heures (section droite). Les résultats de la section gauche sont donc fidéle & nos
attentes et a ce qu'on retrouve dans la littérature, a savoir une réponse au fMLP forte et
significative pour les trois granules testées et une absence de réponse aux IL-4 et IL-15.

Dés les premiéres 24 heures de culture, les cellules ont perdu leur réponse au fMLP et
n'ont pas changés leur comportement aux IL-4 et IL-15; et ce pour les trois granules testées.
Cette situation ne change pas aprés 48 heures de culture et ces résultats concordent avec ce
que nous avons observés au niveau de la production de ROS en réponse au fMLP (figure 9),
c’est & dire une perte de la réponse a cet agent a la suite des premiéres 24 heures de culture.

On peut constater que concernant I'exocytose des granules azurophiles chez les
neutrophiles agés de 48 heures (figure 10, section droite en C), les valeurs sont beaucoup plus
hautes que pour les cellules fraichement isolées et agees de 24 heures (section gauche et
centrale en C). Toutefois, comme les valeurs du témoin isotypique sont proportionnellement plus
élevées (section droite en C, condition i), on ne peut considérer ces valeurs comme étant dus a
une reponse plus forte de la part des cellules agés de 48 heures, mais plutét une fluctuation
découlant probablement de la calibration de I'appareil au moment de la lecture des échantillons
de 48 heures.

En somme, les neutrophiles cultivés 24 heures et plus ne préservent pas leur capacité a
répondre au fMLP et ne changent pas leur réponse aux IL-4 et Il-15 pour ce qui est de
I'exocytose des trois granules que nous avons testées.

Réponse aux signaux anti-apoptotiques

En condition inflammatoire, les neutrophiles pergoivent de nombreux signaux dictant leur
comportement; notamment des signaux pro-inflammatoires qui visent a activer leurs fonctions
inflammatoires ainsi qu'a augmenter leur duré de vie jusqu’a ce que la menace soit écartée. De
nombreux signaux anti-apoptotiques sont connus et largement employés lors des
expérimentations in vitro. Si les effets de ces molécules sont bien connus chez les neutrophiles
fraichements isolés, on ne sait pas si des neutrophiles cultivés demeurent susceptibles a de tels
signaux.
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Nous avons donc évalué les proportions des trois sous-populations (neutrophiles vivants,
cellules apoptotiques et cellules nécrotiques) observées en cytologie dans les suspensions de
neutrophiles agés de 24, 48 et 72 heures. Cette démarche a été réalisée sous trois conditions, a
savoir des neutrophiles non stimulés, des neutrophiles cultivés en présence d'un cocktail de
signaux anti-apoptotiques, et finalement, des neutrophiles non stimulés au départ, puis ayant été
exposés aux signaux anti-apoptotiques a la suite des premiéres 24 heures de culture. Le but
était de comparer cette derniére condition aux deux premiéres afin de vérifier si les neutrophiles
agés de 24 heures répondaient encore aux signaux de survie.
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FIGURE 12 : Proportion de neutrophiles vivants (barres noires), de cellules apoptotiques (barres hachurées)
et de cellules en nécrose secondaire (barres blanches) dans des cultures de 24, 48 et 72 heures en absence
de signaux anti-apoptotiques (section de gauche) ou en présence d'un mélange de 200 ng/ml d’lL-4, 200
ng/ml d'lL-15 et 65 ng/ml de GM-CSF (section centrale). Les cellules des 3 mémes donneurs (N = 3) ont
également été cultivés durant 24 heures en absence de signaux de survie, puls ont été exposées au mélange
de cytokines pour le restant de la période de culture (section de droite).

La section gauche de la figure 11 présente la répartition des neutrophiles vivants, des
cellules en apoptose et des cellules en nécrose secondaire dans des suspensions cellulaire
cultivées pour des périodes de 24 a 72 heures. On y voit que la quantité de neutrophiles vivants
diminue rapidement avec le temps au profit des cellules apoptotiques en premier lieu, puis des
cellules nécrotiques, de sorte qu'au terme de 72 heures de culture, on ne retrouve pratiquement
plus que des cellules au stade de la nécrose secondaire.

En contre partie, la section centrale de la figure 11 présente les neutrophiles cultivés en
présence d'un mélange de GM-CSF, d'IL-4 et d'IL-15 afin d’exposer les cellules & des signaux
anti-apoptotiques puissants. On y voit clairement les effets de survie générés par ces cytokines
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car la proportion de neutrophiles vivants est beaucoup plus élevée que chez les cellules
cultivées en absence d’agonistes.

La section de droite de la figure 11 présente le résultat d'intérét de cette expérience,
c'est a dire les neutrophiles qui n'ont regu les signaux anti-apoptotiques qu’'aprés les premiéres
24 heures de culture. On y voit qu'au terme de 24 heures de culture, les proportions de cellules
vivantes, apoptotiques et nécrotiques sont les mémes que celles de la section gauche de la
figure puisque qu'il s’agit aussi de cellules cultivées 24 heures en absence de sighaux de survie.
Toutefois, aprés 48 heures de culture, comme les cellules ont regu dans ce cas les signaux
apres les premiéres 24 heures (section droite), on voit que la proportion de neutrophiles vivants
est plus élevée que chez les cellules cultivées 48 heures sans jamais recevoir de signaux
(section gauche), et cette proportion de cellules vivantes se rapproche davantage de ce qu'on
observe lorsque les cellules qui sont cultivés en présence des signaux anti-apoptotiques dés le
départ (section centrale). Ainsi, cela démontre que les neutrophiles cultivés 24 heures sont
encore susceptibles a répondre a des signaux anti-apoptotiques.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Nous avons donc évalué la réponse aux IL-4 et IL-15 des neutrophiles humains
maintenues en culture in vitro pour des périodes de 24 et 48 heures en absence de signaux de
survie, et comparés ces réponse a celles des cellules fraichement isolées de mémes donneurs.
Cette étude s'inscrit dans la ligne de pensée de plus en plus reconnue selon laquelle les
neutrophiles seraient des cellules plus modulables qu’on le pensait auparavant[60]. En effet,
longtemps considérés comme des cellules immuables vouées a une mort certaine et rapide,
avec un réle strictement limité & l'immunité innée; on reconnait désormais que les neutrophiles
seraient peut-étre des cellules moins éphéméres qu'on le croyait, ayant un réle de régulateurs
de l'immunité acquise[5], dotées d’un niveau de plasticité et pouvant étre « reprogrammées »
par des combinaisons de cytokines[4, 7], et pouvant potentiellement acquérir de nouvelles
fonctions qui leur étaient jusqu’alors insoupgonnées telle que la présentation antigénique[8, 10].

Les fonctions que nous avons testées en réponse aux IL-4 et IL-15 sont les principales
fonctions inflammatoires des neutrophiles qui s'inscrivent dans un modéle simplifié du
déroulement d'une infiltration de neutrophiles en condition inflammatoire. Ces mémes fonctions
ont été évaluées sur des neutrophiles humains agés en culture par un seul autre groupe,
I'equipe de Chakravarti et al. qui ont travaillé avec des cellules cultivées 72 heures en présence
d'un mélange de cytokines incluant le GM-CSF, le TNF-a et IIL-4[7]. Etant donné qu'ils ont
évalués les fonctions de neutrophiles activés par des cytokines, leurs observations visaient &
démontrer le caractére reprogrammable des neutrophiles en présence de signaux pro-
inflammatoires. De notre coté, nous avons évalués les fonctions des neutrophiles cultivés de
fagon prolongée en absence de tout signaux afin de vérifier jusqu'a quel point les neutrophiles
preservent leur fonctionnalité inflammatoire 3 mesure quiils se dirigent vers I'apoptose
spontanée, et s'ils maintiennent leur capacité a répondre aux cytokines pro-inflammatoires qui
exacerbent ces fonctions, en l'occurrence les IL-4 et IL-15.
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Les fonctions des neutrophiles agés en culture

Adhésion

Les neutrophiles doivent tout d'abord étre en mesure de s'adhérer a I'endothélium
vasculaire afin de pouvoir quitter la circulation sanguine. Pour représenter cette fonction, nous
avons employé un tapis de cellules épithéliales de la lignée A-549 pour y faire adhérer nos
cellules agées. Nous avons choisi cette lignée cellulaire puisque les cellules épithéliales
expriment le méme patron de molécules d'adhésion que les cellules endothéliales, mais sont
plus stables en culture in vitro.

Nos résultats de la figure 6 démontrent que les neutrophiles cultivés 24 heures
répondent encore sensiblement de la méme fagon que les cellules fraichement isolées aux IL-4,
IL-15 et IL-8, mais qu'a compter de 48 heures, il n'y a plus de différence significative entre les
cellules non stimulées et celles traitées avec les cytokines. Ceci pourrait s’expliquer par une
diminution de I'expression des récepteurs des cytokines chez les neutrophiles cultivés au-dela
de 24 heures. Dans les cas des IL-4 et IL-15, cette hypothése pourrait s'avérer vraie puisque
ces deux cytokines, dont les récepteur sont issues la famille des « yc users », partagent la
sous-unité de récepteur commune a tous les membre de cette famille et 'absence de cette
sous-unité gamma pourrait étre suffisante pour inhiber la réponse a la fois de I'lL-4 et de I'lL-15.
Cependant, I'lL-8 posséde un tout autre récepteur n'utilisant pas la chaine gamma et il faudrait
donc que les neutrophiles agés de 48 heures aient également perdu ce récepteur pour expliquer
I'absence de réponse des cellules & cet agent. Or, nos résultats de chimiotaxie et transmigration
(voir figure 7) indiquent que les neutrophiles cultivés 48 heures répondent encore a I'lL-8.

Ainsi, on pourrait alternativement expliquer I'absence de réponse des neutrophiles
cultivés 48 heures aux trois cytokines testées relativement a I'adhésion cellulaire par la
présence des cellules apoptotiques dans les échantillons. En effet, en observant la section de
gauche de la figure 11, on constate que les suspensions de cellules cultivés 48 heures sans
signaux anti-apoptotiques contiennent environ 20% de cellules apoptotiques et plus de 50% de
cellules nécrotiques. La calcéine-AM, le marqueur fluorescent utilisé pour observer les
neutrophiles adhérés sur le tapis de cellules A-549, est un agent couramment employé pour
identifier les cellules vivantes puisque cette molécule doit étre métabolisée par les cellules pour
émettre son spectre de fluoresecence[61]. Toutefois, nous avons déja analysés par cytométrie
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en flux des neutrophiles agés de 24 a 72 heures marqués a la fois a la calcéine-AM et a
lannexin-V (un rapporteur de l'apoptose) et nous avons constaté que les cellules étaient
transitoirement positives pour les deux marqueurs (données non présentées). Il est probable
que lors des stades précoces du programme apoptotique, les neutrophiles sont probablement
encore capable de métaboliser la calcéine-AM en méme temps qu'ils commencent & présenter
une affinité pour I'annexin-V; et ce phénomene est justement plus marquant chez les cellules
cultivées 48 heures.

De plus, on sait que les neutrophiles en apoptose excrétent des acides nucléiques et des
protéines sous forme de filaments nommés NETs qui sont impliqués dans I'activité microbicide
post-mortem de ces cellules[62]. Les NETs, qui servent normalement & emprisonner les
microorganismes environnants, pourraient conférer aux neutrophiles apoptotiques une
propension a adhérer non spécifiquement a leur environnement.

Ainsi, dans les suspensions de neutrophiles cultivés 48 heures soumises au test
d'adhérence, on peut supposer qu'il y aurait une grande proportion de cellules en apoptose
pouvant adhérer de fagon non spécifique aux cellules A-549 et encore capable de métaboliser la
calcéine-AM, donc observables au microscope a fluoresence. Ces neutrophiles apoptotiques et
positifs pour la calcéine-AM viendraient donc masquer la réponse des cellules que I'on souhaite
évaluer, & savoir les neutrophiles 4gés de 48 heures vivants et fonctionnels.

L'équipe de Chakravarti et al. avait observés une augmentation de I'adhésion chez les
neutrophiles cultivés 72 heures en présence d'un cocktail de cytokines[7]. La différence dans
nos observations pourrait s'expliquer par le fait qu'ils aient utilisé des cultures primaires de
fibroblastes comme substrat d'adhésion, tandis que nous avons optés pour une lignée de
cellules épithéliales. Cependant, la différence réside probablement plut6t dans le fait que nos
deux équipes ont étudiées et observées deux concepts différents, a savoir les neutrophiles
activés par des cytokines au cours de la culture prolongée, versus les neutrophiles naifs agés
en culture; ce qui démontre que ces cellules se comportent différemment dépendamment si
elles sont activées avec une apoptose retardée ou si elles demeurent a I'état naives, se
dirigeant vers I'apoptose spontanée.
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Chimiotaxie

Apres avoir adhérés a I'endothélium vasculaire, les neutrophiles doivent étre en mesure
de suivre un gradient chimiotactique et de traverser la matrice endothéliale pour atteindre le site
inflammatoire. Pour évaluer cette fonction chez les neutrophiles agés, nous avons utilisé une
chambre de Boyden, une méthode largement employée dans la littérature, mais nous y avons
apportés de légeres modifications afin d'adapter la technique aux cellules agées. En effet, le
taux de migration s'établi généralement en dénombrant les cellules du coté inférieur de la
membrane de polycarbonate (voir matériel et méthode) aprés 1 heure de migration. Cependant,
les capacités chimiotactiques et migratoires des neutrophiles aprés les premiéres 24 heures de
culture diminuent rapidement de sorte qu'en se limitant & n'observer que la membrane, on
pourrait croire qu'il n'y a aucune cellules ayant répondu au gradient chimiotactique dans
chacune des conditions; or ce n'est pas le cas car en observant le contenu des puits inférieurs
de la chambre de Boyden, on constate que bon nombre de neutrophiles auront traversés
totalement la membrane et qu'il y a une différence significative entre le nombre de cellules
présentes dans les puits témoins et le nombre de cellules observées dans les puits contenant
I'agent chimioattractif.

On remarque en observant la figure 7 que les neutrophiles conservent leur propension a
suivre un gradient chimiotactique jusqu’a 48 heures de culture in vitro. Toutefois, le rapport entre
le nombre de cellules dans les puits témoin et celles dans les puits contenant I'lL-8 va en
diminuant. Pour atteindre les puits inférieurs de la chambre, les neutrophiles doivent non
seulement étre capable de suivre un gradient chimiotactique, mais doivent également étre en
mesure de procéder & un réarrangement de leur cytosquelette afin de traverser les pores de 3
Um de diamétre de la membrane. Ainsi, on considére que les neutrophiles retrouvés dans les
puits inférieurs sont tous vivants (ou « non apoptotiques ») étant donné que la perte des
capacités chimiotactique est associée aux cellules en apoptose et que le démantélement du
cytosquelette est une propriété du programme apoptotique[53). La diminution des capacités
chimiotactiques chez les neutrophiles 4gés de 24 et 48 heures démontré a la figure 7 n'est donc
pas due a un taux d'apoptose élevé puisque les cellules apoptotiques demeurent
vraisemblablement dans les puits supérieurs, et que méme s'il y a de moins en moins de
cellules vivantes en fonction du temps, nous avons calculé le rapport entre les puits témoins et
les puits contenant I'lL-8. En somme, la proportion de neutrophiles vivants, non apoptotiques et
donc, théoriquement aptes & répondre au signal chimiotactique diminue évidemment avec le
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temps puisque les taux d'apoptose augmente, mais en plus, cette fraction de cellules encore
vivantes au terme de 24 et 48 heures de culture semble perdre progressivement la capacité a
suivre le gradient d'IL-8.

Ces observations sont concomitantes avec les résultats de Chakravarti et al. qui avaient
noté une forte diminution des capacités chimiotactiques chez les neutrophiles activés par les
cytokines et cultivés 72 heures[7]. Nous avons pour notre part démontré que cette perte de
l'activité migratoire des neutrophiles &gés s'initie dés les premiéres 24 heures et, & la lumiére
des résultats de Chakravarti et al, il appert que cette perte ne puisse étre rescapée en cultivant
les cellules en présence d'agents anti-apoptotiques.

Phagocytose

Les neutrophiles forment la premiére ligne de défense contre les infections fongiques et
bactériennes, et leur principale arme pour y parvenir est la phagocytose. Nous avons évalués
cette fonction en calculant les taux de phagocytose de globules rouges de mouton opsonisés,
puis nous avons comparés la réponse des cellules cultivées 24 heures avec celle des cellules
fraichement isolées de mémes donneurs.

La figure 8 démontre que les neutrophiles humains maintenus en culture in vitro durant
24 heures en absence d'agents activateurs et anti-apoptotiques, préservent leur capacité
phagocytaires et conservent leur habileté & répondre aux agonistes potentialisant cette fonction.
Si les taux de phagocytose des neutrophiles non stimulés (HBSS) semblent plus élevés chez les
cellules cultivées 24 heures, c'est probablement en raison de la présence de cellules
apoptotiques dans les échantillons. Tel que mentionné dans la section « matériel et méthode »,
cette fonction est évalué sur la base d'observations cytologiques et par conséquent, seuls les
neutrophiles vivants (non apoptotiques) sont dénombrés pour établir les taux de phagocytose.
La présence de cellules apoptotiques ne devrait donc pas influencer les données. Toutefois,
comme il y a moins de neutrophiles vivants aprés 24 heures de culture, le rapport de 5 globules
rouges pour 1 neutrophile n'est plus exactement respecté; ce qui pourrait avoir comme effet de
« forcer » en quelque sorte la capture de globule rouges par les neutrophiles se traduisant par
une augmentation du taux de phagocytose apparent.

Pour évaluer la phagocytose chez les neutrophiles cultivés 48 heures, une étape
supplementaire d’enrichissement était nécessaire (voir matériel et méthode). Bien que cette
technique nous permettait d’obtenir des suspensions de neutrophiles agés de 48 heures
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presque exemptes de cellules apoptotiques/nécrotiques et d'éosinophiles; cela entrainait
également une perte importante de neutrophiles vivants. Par conséquent, nos échantillons ainsi
traités ne nous permettaient pas d'obtenir suffisamment de cellules pour tester chacune de nos
conditions sur les neutrophiles agés 48 heures. Nous avons donc seulement évalué la réponse
des neutrophiles stimulés au GM-CSF (le témoin positif pour cette fonction) comparée a celle
des cellules non stimulées (HBSS). Il n'y avait pas de différence significative entre ces 2
conditions, et le fait que nous avons travaillé avec des suspensions dont la majorité des cellules
apoptotiques et nécrotiques ont été retirés, suggére qu'il s’agit peut-étre d'une perte de la
réponse au GM-CSF chez les neutrophiles agés de 48 heures étant donné que, dans ce cas, le
rapport de 5 :1 entre les globules rouges et les neutrophiles vivants était respecté.

Cela demeure tout de méme hypothétique car les taux de phagocytose chez les
neutrophiles de 48 heures frélaient les 100% et donc, il est également possible que lors du
vieillissement en culture, les neutrophiles voient leur capacité phagocytaire augmenté. Un
phénomene qui ne serait pas dépourvu de relevance physiologique car les neutrophiles sont de
véritables machine a tuer, méme aprés leur mort ils continuent a capturer et dégrader les
microorganismes grace a leur NETs[62]. Ainsi, il ne serait pas étonnant qu’a mesure que les
neutrophiles progressent vers la mort cellulaire spontanée, leur capacité phagocytaire augmente
de fagon a tirer a profit leur courte durée de vie et de maximiser la capture des microorganismes
avant leur finalité apoptotique. Dans cet ordre d'idée, il est & noter que Chakravarti et al. ont
observés une nette augmentation de la phagocytose chez les neutrophiles cultivés 72 heures en
présence de cytokine comparativement aux cellules fraichement isolées[7]. Dans leur cas, il
s'agissait de la phagocytose de particules de zymosan (un constituant de la paroi des
organismes levuriformes) opsonisés, et non de cellules entiéres (globules rouges de mouton).
Quoiqu'il en soit, 'augmentation des capacités phagocytaires chez les neutrophiles maintenues
en culture in vitro prolongée ne semble pas étre un phénomeéne da uniquement a l'effet
activateur des cytokines, mais pourrait étre une propriété intrinséque du vieillissement des
neutrophiles en culture.

Production de ROS

En plus de la phagocytose, un autre aspect important de Iactivité microbicide des
neutrophiles est la synthése de composés hautement réactifs a base d’oxygéne (ROS). Ces
molécules qui incluent entre autres les anions superoxydes, les radicaux hydroxyl et le peroxyde
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d’hydrogéne sont produites par les enzymes NADPH oxydase, présente chez tous les
phagocytes, et la myeloperoxydase, que I'on retrouve principalement chez les neutrophiles, et
sont impliquées dans de nombreux processus biologiques, notamment dans des événements
signalétiques, mais surtout, dans la digestion des microorganismes phagocytés. Puisqu'il s’agit
d’'une autre fonction importante des neutrophiles, nous avons donc voulu évaluer si I'activité de
ces enzymes était maintenue chez les cellules vieillies en culture.

Tel que démontré par la figure 9, les neutrophiles répondent encore au PMA,
relativement a la production de ROS, jusqu’a 48 heures de culture; bien que lintensité de la
réponse diminue progressivement. En contrepartie, la réponse au fMLP n’est plus significative
dés les premiéres 24 heures. L'induction de ROS par le PMA, un compose organique dérivé des
plantes[63], passent par I'activation de la PKC[64, 65], mais les mécanismes en amont sont
méconnus. Il est possible que la molécule pénétre dans les cellules et interfére directement avec
la signalétique sans passer par un récepteur membranaire. Pour ce qui est du fMLP, un
métabolite bactérien, son action est perpétré via un récepteur spécifique exprimé par les
neutrophiles et reconnu pour induire une synthése de ROS[66].

On pourrait donc aisément supposer que I'expression a la membrane des neutrophiles
du récepteur au fMLP diminue progressivement & mesure que les cellules vieillissent en culture
entrainant une diminution de leur susceptibilité 3 répondre au fMLP pour la production de ROS
suivant les premiéres 24 heures de culture. Dans le cas du PMA, puisqu’on ne sait pas si son
effet dépend d’un récepteur, on ne peut par conséquent avancer I'hypothése d'une diminution
de I'expression d'un récepteur membranaire. Si la réponse au PMA semble toutefois diminuer
avec le temps, c'est sans doute parce que I'appareil de cytometrie ne peut distinguer les cellules
en apoptose avancée (incapable de générer des ROS) des cellules vivantes agées (en
progression vers I'apoptose, mais encore aptes a répondre aux agonistes). Ainsi, l'intensité
moyenne de fluorescence diminue avec le temps puisque la proportion de cellules en apoptose
sur la totalité des événements analysés augmente progressivement.

Les IL-4 et IL-15 ne sont pas connues pour induire de synthése de ROS chez les
neutrophiles fraichements isolés. Chez les neutrophiles ageés, cette situation ne change pas;
nous n'avons pas noté de gain de réponse a ces agonistes a mesure que les cellules vieillissent
comme on peut le voir a la figure 9.

L'équipe de Chakravarti et al. a noté une augmentation de 3 a 4 fois Ia production de
ROS en réponse au fMLP chez les neutrophiles &gés et activés par des agonistes
comparativement aux cellules fraichements isolées. La réeponse au PMA était quant a elle
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maintenue chez les cellules agées et activées comparée aux cellules fraiches. lls ont également
effectué I'expérience sur des suspensions d'éosinophiles et de monocytes purifiées, les deux
types de cellules contaminantes pouvant se retrouver dans les isolats de neutrophiles humains.
Il en ressortait que la production de ROS en réponse au fMLP provenait majoritairement des
neutrophiles, alors que dans le cas du PMA, les éosinophiles y répondaient presque aussi
fortement que les neutrophiles[7]. Une autre étude menée par cette équipe rapporte que chez
les neutrophiles agés et activés, I'expression du recepteur au fMLP diminu avec le temps[67].
Selon leurs résultats, ce serait plutét I'expression de la PKC qui serait augmentée par
I'exposition aux cytokines et c'est ce qui expliquerait les plus hauts niveaux de production de
ROS observés. Quoiqu'il en soit, le comportement en reponse au fMLP des cellules agées et
activées différe de ce qu'on observe chez les neutrophiles cultivés en absence d’agonistes, pour
lesquelles la diminution de la réponse pourrait s'expliquer par une baisse de I'expression du
récepteur chez les cellules vieillissantes combinée a la présence dans le milieu de cellules
apoptotiques inaptes a répondre a l'agent.

En ce qui a trait au PMA, les résultats de Chakravarti et al. suggerent que les
éosinophiles y répondent de fagon similaire aux neutrophiles concernant la production de ROS.
En loccurrence, ceci pourrait expliquer le maintient de la réponse a ce composé chez les
cellules &gées et activées étant donné que, rappelons-le, les éosinophiles ont une demi-vie plus
longue que les neutrophiles et donc, au terme d'une culture prolongée, présenteront une plus
grande proportion de cellules vivantes aptes a répondre. Le méme constat s'applique a nos
resultats : en plus de I'indépendance du PMA & un recepteur pour éliciter une réponse comme
explication possible du maintient de la réponse chez les neutrophiles agés non activés, la
presence d’'une faible proportion d’éosinophiles dans les échantillons (proportion qui augmente
avec le temps puisque les éosinophiles possédent une plus longue espérance de vie), pourrait
biaiser Iégérement la réponse apparente des suspensions de neutrophiles cultivés.

Dégranulation

Les granulocytes, dont font partie les neutrophiles, tiennent leur nom du fait que le
cytoplasme de ces cellules contient de nombreuses vésicules lui conférant un aspect granuleux
lorsqu’observé au microscope photonique. Il existe plusieurs types de ces vésicules et on les
désigne sous le terme général de « granules ». L'exocytose de ces granules ou dégranulation
est le processus par lequel les neutrophiles relachent le contenu de leurs vésicules dans le
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milieu extracelulaire; notamment des composées microbicides et des enzymes protéolytiques.
Les trois principales granules retrouvées chez les neutrophiles sont les granules spécifiques, les
vesicules sécrétoires ainsi que les granules azurophiles[68]; et leur exocytose est un marqueur
de l'activation des cellules. La figure 10 présente I'exocytose de ces trois granules évaluée par
cytométrie chez les neutrophiles cultivés 24 et 48 heures en absence d’agonistes comparée a
la réponse des cellules fraichement isolées.

L'absence de réponse des neutrophiles au fMLP pour les 3 granules étudiées a la suite
des premiéres 24 heures concorde avec nos résultats obtenus pour la production de ROS en
réponse au fMLP et vient renforcer notre idée selon laquelle les neutrophiles perdraient le
récepteur au fMLP dans les premiéres 24 heures de culture. Toutefois, Chakravarti et al. ont
également observé une perte de la réponse au fMLP pour I'exocytose des granules azurophiles
et spécifiques chez les neutrophiles cultivés en présence d'agents activateurs. Comme leur
resultats pour la production de ROS suggérait que le récepteur au fMLP était préservé par les
effets des cytokines, on ne peut dans leur cas expliquer la perte de réponse par une diminution
de I'expression du récepteur. On serait plutét porté a penser que les neutrophiles activés durant
la culture par des cytokines, en particulier le GM-CSF et le TNF-a qui sont connus pour induire
la sécrétion des granules primaires (azurophiles) et secondaire (spécifiques) [69, 70],
procéderaient a I'exocytose des granules durant la culture prolongée de sorte qu'il ne resterait
pratiquement plus de vésicules a sécréter lors de la stimulation subséquente au fMLP. A cet
effet, on peut voir dans leurs résultats que les cellules agees qui n'ont pas regu de stimulation
au fMLP présentent des niveaux de fluorescence plus élevés que les cellules fraichement
isolées non stimulées.

On ne peut cependant pas appliquer cette hypothése a nos résultats de dégranulation
puisque les neutrophiles 4gés de 24 et 48 heures non stimulés (HBSS) présentent des
intensités de fluorescence de méme niveau que chez les cellules fraichement isolées non
stimulées. Advenant que les neutrophiles subiraient en quelque sorte une auto-activation de la
degranulation lors de la culture prolongée méme en absence de signaux activateurs, on devrait
alors observer une augmentation de I'intensité de fluorescence chez les cellules non stimulées
aprées 24 et 48 heures de culture, témoignant de I'exocytose des granules préalablement au test.
Or, ce n'est pas le cas et on serait ainsi plutét porté a pencher pour I'hypothése de la perte du
recepteur au fMLP chez les neutrophiles cultivées 24 heures ou plus en absence de signaux
activateurs.

53



Réponse aux signaux anti-apoptotiques

La figure 3 démontre bien le patron de vieillissement des neutrophiles humains en culture
in vitro. Ceux-ci passent du stade de cellules vivantes au stade de cellules apoptotiques avant
d’entrer en nécrose secondaire. La section gauche de la figure 11 démontre la répartition de ces
trois stades chez des suspensions de neutrophiles cultivés 24, 48 et 72 heures en absence de
stimuli. Le cheminement des cellules vers le stade apoptotique peut étre ralenti par des
cytokines anti-apoptotiques comme le démontre la section centrale de la figure 11. Les résultats
présentés précédemment suggerent que les neutrophiles qui sont encore au stade de cellules
vivantes aprés 24 heures de culture sont encore apparemment fonctionnels pour la plupart de
leurs fonctions inflammatoires et peuvent encore répondre aux agonistes stimulants ces
fonctions. Toutefois, peut-on encore retarder I'apoptose de ces neutrophiles cultivés 24 heures,
non activés et encore vivants et fonctionnels, en leur fournissant des signaux anti-apoptotiques?

Nos observations présentées a la section droite de la figure 11 semblent démontrer que
oui. En effet, aprés avoir été cultivés 24 heures en absence de signaux, ces neutrophiles ont été
exposés aux cytokines anti-apoptotiques et y ont répondus puisqu'aprés les 24 heures
suivantes, donc 48 heures apres le départ de la culture, leur proportion de cellules vivantes est
plus élevée que chez les neutrophiles cultivés 48 heures en absence de signaux (section
gauche de la figure 11), et similaire a ce qu'on observe chez les neutrophiles cultivés 48 heures
en presence de signaux anti-apoptotiques dés le début (section centrale de la figure 11).

La différence entre la répartion des stades vivants, apoptotiques et nécrotiques des
neutrophiles cultivés 48 heures en présence des signaux dés le départ de la culture et celle des
neutrophiles cultivés 48 heures lorsque les signaux n’'ont été ajoutés qu’apres les premiéres 24
heures, se retrouve donc au niveau des cellules apoptotiques et nécrotiques. En effet, les
cytokines anti-apoptotiques peuvent ralentir le passage des cellules vivantes vers I'apoptose,
mais ne peuvent rescaper les cellules déja en apoptose et inaptes a répondre aux signaux. Les
cellules déja en apoptose au moment ou les signaux de survie sont ajoutés continuent donc de
progresser vers le stade suivant, & savoir la nécrose secondaire.
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Modulation phénotypique et pré-activation

L'absence de signaux anti-apoptotiques dans le milieu de culture nous a permit d'écarter
les effets potentiellement activateurs des cytokines afin de maintenir autant que possible les
cellules a l'état naif dans le but d'évaluer uniquement les effets de la progression des
neutrophiles vers I'apoptose spontannée sur leur propriétés inflammatoires. Il appert que les
neutrophiles cultivés 24 heures apparemment non activés demeure relativement aussi
fonctionnels que les cellules fraichement isolées. On sait toutefois qu'il existe possiblement une
différence entre la demi-vie in vivo et la demi-vie in vitro, et donc, les cellules qui sont retirées de
la circulation sanguine, isolées puis mise en culture in vitro, pergoivent vraisemblablement cet
état et cela pourrait bien constituer en soit une forme de signal pré-activateur. En somme, on ne
peut considérer les neutrophiles en culture in vitro comme étant vraiment a I'état naif, mais
plutdt dans un état « quasi naif ». Cet état, dans lequel se trouve les neutrophiles au terme
d’'une culture prolongée en absence d'agonistes, est différent de celui associé aux neutrophiles
ages et activés par des cytokines, mais pourrait également étre différent de I'état naif qu'on
attribut aux cellules fraichement isolées.

Comme la présence d'IL-8 dans le milieu est un marqueur de l'activation des
neutrophiles, nous avons voulu vérifier s'il y avait une production d'IL-8 par les neutrophiles
cultivés en absence de signaux; c'est a dire maintenus a I'état « quasi naif ». Nous avons donc
analysés par ELISA la présence d'IL-8 dans les surnageants de neutrophiles cultivés 3 I'état
quasi naif pour des période de 24, 48 et 72 heures comparés a des cellules des méme
donneurs cultivés en présence de GM-CSF (un inducteur de la production d'IL-8 par les
neutrophiles) pour les méme temps d’incubation.
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FIGURE 13 : Production d’interleukine-8 par des neutrophiles maintenus en cuiture in vitro prolongée. Les
surnageants d'isolats de neutrophiles ultra-purifiés cultivés de 24 a3 72 heures sans agonistes (barres
blanches) ou en présence de 65 ng/iml de GM-CSF (barres noires) ont été analysées par ELISA pour détecter
la présence d'IL-8 (N = 4).

On voit a la figure 12 qu'il n'y a pas de différence significative entre les neutrophiles a
I'état quasi naif et ceux a I'état activés concernant la production d'IL-8. Cela démontre que les
neutrophiles cultivés 24 heures et plus en absence de signaux activateurs présentent tout de
méme une certaine forme d'activation et donc, que ces cellules ne peuvent étre vraiment

considérées comme étant encore a |'état naif.

Ceci étant dit, nous avons vu qu'en terme de fonctions inflammatoires, les neutrophiles
cultivés a l'état quasi naif se comportaient différemment des neutrophiles cultivés a I'état
activés. Cependant, étant donné que les cellules quasi naives semblent avoir également
certaines propriétés de cellules activées, on pourrait considérer I'état quasi naif comme un état
entre naif et activé, partageant certaines propriétés avec les deux autres états; un phénomeéne
qui n'est pas sans rappeller le concept de pré-activation.

Comme l'aquisition de marqueurs de cellules présentatrice d'antigénes (CPA) semble
étre une constante dans les études portant sur les neutrophiles cultivés en présence de signaux
activateurs, il est possible que les neutrophiles cultivés a I'stat quasi naif expriment aussi de tels
marqueur tout en préservant les propriétés inflammatoires des neutrophiles naifs. En ce sens,
l'equipe de Park et al. ont évalué I'expression des marqueurs CD80, CD83, CD86 et HLA-DR
(CMH 1) sur des neutrophiles humains maintenus 24 heures en présence ou non de divers
composeés anti et pro-apoptotiques[8]. Il en ressortait que l'expression de ces marqueurs était
differente selon les composés auquels étaient exposés les neutrophiles, mais que ces
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marqueurs étaient également détectables chez les neutrophiles cultivés en absence de signaux,
donc a l'état quasi naif. Rappellons que ces marqueurs ne sont jamais exprimés par les
neutrophiles naifs fraichement isolés et donc, ces observations viennent renforcer l'idée que les
cellules quasi naives partagent des propriétés avec les cellules activées en ce qui a trait a
I'expression de marqueurs associés aux CPA.

Nous avons également vérifié I'expression du HLA-DR, du CD80 et du CD86 chez les
neutrophiles cultivés de 24 a 72 heures a I'état quasi naif comparé aux neutrophiles cultivés en
présence GM-CSF, d'IL-4 et de TNF-a, un mélange bien connu pour induire I'expression de ces
marqueurs (résultat non présenté). Bien que nos données soient insuffisantes pour 'analyse
statistique, nos résultats préliminaires suggérent que les neutrophiles quasi naifs expriment le
HLA-DR et le CD80, mais pas le CD86, et qu'a l'instar de la production d'IL-8, il n'y a pas de
différence entre les cellules quasi naives et les cellules activées par le mélange de cytokines au
niveau de I'expression de ces deux marqueurs par les neutrophiles cultivés.

Tout cela porte a penser que les neutrophiles cultivés in vitro en absence de signaux, un
état que l'on pourrait désormais désigner « quasi naif », semble constituer un nouveau
phénotype de neutrophiles qui se distingue des cellules naives fraichement isolées et des
cellules activées en culture par des agents pro-inflammatoires.

Conclusions

Les neutrophiles humains isolés du sang périphérique et cultivés 24 heures en absence
de signaux de survie répondent donc a 'instar des cellules fraichement isolés en regard a leurs
fonctions inflammatoires. En ce sens, ces neutrophiles se comportent comme des cellules
naives, mais étant donné qu'ils semblent posséder également certaines propriétés associées
aux cellules activées telles que la production d'IL-8 et I'expression de marqueurs de CPA, on
doit ainsi les considérer comme un phénotype de neutrophile distinct. Ces cellules que l'on
pourrait qualifier de quasi naives, ou agées in vitro, ou encore pré-activées par la culture,
partagent donc des caractéristiques & la fois des neutrophiles naifs et activés.

Les neutrophiles cultives 24 heures a l'état quasi naifs répondent aux agonistes
inflammatoires IL-4 et IL-15 de fagon similaire aux neutrophiles fraichement isolés. Les effets du
vieillissement en culture in vitro n'influence donc pas le comportement des cellules en réponse a
ces deux signaux pour les fonctions que nous avons testés. Cependant, comme les neutrophiles
quasi naifs ne se comportent pas comme des cellules naives a tous les niveaux, on pourrait
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penser que le vieilissement en culture aurait possiblement des effets sur d'autres fonctions
mediées par les IL-4 et lI-15 comme la synthése de novo des protéines ou la sécrétion de
cytokines. Ce principe s'applique sans doute a tous les agonistes du neutrophile puisque rien
n’indique qu’un agent ayant tel effet sur les cellules naives et tel effet sur les cellules activées
aurait nécessairement les mémes effets sur les cellules quasi naives; rappelons que les effets
du fMLP différaient entre les neutrophiles naifs, quasi naifs et activés en culture pour les
fonctions de dégranulation et de production de ROS.

Nos résultats démontrent que les neutrophiles quasi naifs répondent comme les cellules
naives apres 24 heures de culture in vitro pour les fonctions inflammatoires que nous avons
testes, sauf pour la production de ROS et la dégranulation en réponse au fMLP. Aprés 48
heures les neutrophiles semblent encore fonctionnels, mais ne repondent apparemment plus
aux agonistes potentialisant ces fonctions. Tel que disctué précédemment, en ce qui a trait a
l'adhésion cellulaire, il est probable que la proportion de cellules apoptotiques présentes dans
les culture de 48 heures viennent masquer la reponse des cellules vivantes encore aptes a
répondre aux agents. Ainsi, en appliquant a cette expérience la méthode de retrait des cellules
apoptotiques que nous avons développé pour tester la phagocytose aprés 48 heures, on
pourrait évaluer la réponse des neutrophiles quasi naifs ages de 48 heures et il est possible que
I'on observerait alors une réponse significative aux agonistes quant a I'adhésion sur un substrat
cellulaire. De la méme fagon, en évaluant la production de ROS et la dégranulation en
cytometrie avec des échantillons exempts de cellules apoptotiques et nécrotiques, on pourra
confirmer ou infirmer nos conclusions concernant la réponse au fMLP de ces deux fonctions.
Pour ce qui est de la chimiotaxie et la phagocytose, il appert que ces fonctions sont
respectivement diminuées et exacerbées chez les neutrophiles quasi naifs cultivés plus de 24
heures.

Ainsi, les neutrophiles humains demeurent fonctionnels plus longtemps qu'on le pensait
auparavant et procédent a des changements phénotypiques en culture in vitro méme en
absence de signalisation par les cytokines.
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