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Résumé

S100A8 et S100A9 sont des protéines pro-inflammatoires abondamment
exprimées dans le cytosol des neutrophiles et des monocytes. Elles sont présentes
physiologiquement sous formes d’homo et d’hétéro-diméres. De grandes
concentrations extracellulaires de ces protéines ont été répertoriées lors d’épisode
inflammatoire et corrélent avec plusieurs pathologies inflammatoires comme
Iarthrite rhumatoide, la fibrose kystique, la maladie de Crohn ainsi que la goutte,
A ce jour, le rdle de ces protéines dans la physiologie des neutrophiles demeurent
relativement obscur. De plus, les voies de signalisation impliquées dans le
comportement des neutrophiles en réponse  ces protéines restent peu connues. La
présente étude démontre que S100A9 est le composant actif du complexe
S100A8/S100A9. Nous démontrons, dans un premier temps, que S100A9 induit
I’exocytose des granules spécifiques, gélatinases et des vésicules sécrétoires du
neutrophile. Nous démontrons également que S100A9 active les MAPK p38,
ERK1/2 et INK. De plus, il s’avére que la dégranulation du neutrophile induite
par S100A9 est dépendante de I’activation des kinases p38 et JNK, mais pas
ERK1/2.
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Introduction

Le neutrophile est la cellule la plus abondante du systtme immunitaire,
représentant plus de 60 % des leucocytes totaux circulant. Au cours de sa courte
vie d’environ 24 heures, le neutrophile migre dans les tissus ot il phagocyte et
détruit les micro-organismes pathogénes en phagocytant et en libérant des réactifs
oxygenés ainsi que le contenu de ses granules. Cette cellule meurt par la suite par
apoptose avant d’€tre €liminée par les macrophages. Les protéines S100A8,
S100A9 et S100A12 sont libérés dans le milieu extracellulaire entre autre par le
neutrophile lors de son activation ou de sa mort par nécrose. Ces protéines sont
connues de par leur concentration extrémement élevée dans les pathologies
inflammatoires chroniques comme la maladie de Crohn, I’arthrite rhumatoide, la
goutte ou la fibrose kystique. De plus, on sait maintenant qu’elles jouent un role
de premier plan dans le comportement pro-inflammatoire du neutrophile et dans
la pathogéneése et/ou I’exacerbation des pathologies inflammatoires. En plus
d’induire la chimiotaxie des neutrophiles, les protéines S100A8 et S100A9
induisent une augmentation de I’expression et Iactivation des P2-intégrines
CDIIb/CD18, favorisant I’adhésion des neutrophiles. S100A9 augmentent
€galement la transmigration des neutrophiles a travers la barriére endothéliale. Le
but de cette €tude était d’approfondir nos connaissances sur I’effet des protéines
S100A8 et SI00A9 dans la physiologie des neutrophiles. Nous nous sommes
attardés particulierement a I’effet de ces protéines sur la dégranulation des
neutrophiles, une fonction biologique de cette cellule qui est essentielle aux
différentes phases de la réponse immunitaire. En plus de permettre aux
neutrophiles d’acquérir plusieurs récepteurs et molécules d’adhésion, cette
fonction est essentielle a la migration des phagocytes afin de dégrader la matrice
extracellulaire des cellules endothéliales et les protéines des jonctions serrées.

Enfin, nous avons également investigué le rdle des MAPK dans ce processus.



SECTION 1 : SYNTHESE



Chapitre 1 : Le neutrophile et I’inflammation

Le systtme immunitaire des mammifeéres est un assemblage complexe de
molécules et de cellules spécialisées remplissant chacune des fonctions bien
spécifiques. Il a évolué de maniére a protéger I’organisme contre les multiples
agents infectieux de I’environnement. Tout comme les cellules dendritiques (DC)
et les monocytes/macrophages, les neutrophiles font partie des cellules régulant la
réponse immunitaire innée. Cette dernitre est définie comme la réponse non-
spécifique d’un organisme & I’invasion d’un pathogéne quelconque (Paul, 2008).
En effet, 'immunité innée offre la premiére barriere immunitaire contre les
pathogeénes envahisseurs. Par contre, I'immunité innée n’offre aucune protection
contre une réinfection envers ce méme pathogéne, comparativement 4 1’immunité
acquise qui développe une mémoire dite immunologique. Les neutrophiles
représentent la majeure partie des phagocytes se retrouvant au niveau de la
circulation. Ces cellules, ayant un temps de demi-vie trés court, entrent
rapidement en apoptose si elles ne se trouvent pas stimulées par aucun signal.
Dans ce chapitre, on introduit un portrait global des fonctions et des roles
essentiels que cette cellule joue dans la réponse immunitaire, plus spécifiquement

dans I’€laboration de la réponse inflammatoire.

1.1 Le développement du neutrophile

Le neutrophile est la cellule immunitaire la plus abondante. Environ 10"
neutrophiles meurent et sont renouvelés chaque jour chez I’étre humain. Lorsque
les mécanismes d’apoptose du neutrophile prennent place, ces derniers sont
phagocytés par les macrophages ou les CD. Cette réponse est physiologique et
permet I’élimination des neutrophiles sans le déclenchement de la réponse
inflammatoire. Ils sont rapidement remplacés par les neutrophiles matures ayant

termin€ leur développement dans la moelle osseuse.



La grande majorit€ des cellules produites dans la moelle osseuse sont des
neutrophiles (figure 1). Tous les neutrophiles matures proviennent d’abord de la
différenciation d’une cellule souche multipotente. Ces cellules multipotentes
passeront par différents stades de différenciation avant de devenir des
neutrophiles matures. L’identification des stades de différenciation est basée entre
autre sur la grosseur de la cellule, la morphologie nucléaire et le contenu des
granules (Bainton, Ullyot et al., 1971; Borregaard et Cowland, 1997; Witko-
Sarsat, Rieu et al., 2000). Au cours de sa différenciation, le neutrophile acquiert
diverses propri€tés comme la possibilité de former des pseudopodes, d’ingérer des
particules et d’avoir une motilité beaucoup plus grande (Lichtman et Weed,
1972). Dans Pordre, nous avons les myéloblastes, les promyélocytes, les
my€locytes, les métamyélocytes, les neutrophiles «band» et enfin, les neutrophiles

matures (Witko-Sarsat, Rieu et al., 2000).

Les myéloblastes sont de petites (10um) cellules multipotentes non-différenciées
capables de proliférer vivement. Ils possédent un trés faible ratio
cytoplasme/noyau et un gros noyau prédominant. Le cytoplasme des myéloblastes
est presque completement exempt de granules, mais contient une bonne quantité

de mitochondries.

Les promy€locytes peuvent étre reconnus par leur plus grande taille (15um) et
leur noyau a forme trés arrondie. De plus, ces cellules possédent une grande
quantité¢ de granules péroxidase-positives, c’est-d-dire beaucoup de granules
azurophiliques. A ce stade de différenciation, plusieurs récepteurs de surface des
neutrophiles matures commencent & apparaitre comme le CR1, le CR3 (Ross,
Jarowski et al., 1978) et le CD16, un marqueur typique des neutrophiles (Glasser
et Fiederlein, 1987).

Les myélocytes sont plus petits que leur précurseur (10um) et sont les derniers
précurseurs de neutrophiles 2 subir la mitose. A ce stade, on observe également la
formation des granules spécifiques et gélatinases. C’est a ce stade que cesse la
formation des granules primaires ou azurophiliques. Quant 2 la forme du noyau,

elle devient trés irréguliere et le ratio cytoplasme/noyau augmente. Enfin,



I’appareil de golgi de ce type cellulaire est plus développé que les types

précédents.

Les stages métamyé€locytes, neutrophiles «band» et neutrophiles matures sont tous
des stages dits non-mitotiques. Les neutrophiles acquierent leurs caractéristiques
finales comme une trés grande quantité de granules mixtes. On compte environ
deux fois plus de granules spécifiques que de granules azurophiliques. A ces
stades, on peut observer la formation des vésicules sécrétoires. La forme
caractéristique du noyau polylobé des neutrophiles commence a se former au
stade métamy€locyte et se termine complétement au stade neutrophile segmenté

Ou mature.

Promyélocyte
Myéloblaste

j QP Neutrophile
:. _ circulant

Métamyélocyte

Neutrophile
Neutrophile «band»

mature

Figure 1 : Développement d’un neutrophile a partir de la moelle osseuse

Modifiée de (Bainton, Ullyot et al., 1971)



1.2 Les fonctions du neutrophile

Dans un organisme ou plusieurs milliards de cellules vivent, chacun des types
cellulaires doit inévitablement remplir sa propre fonction. Les neutrophiles jouent
principalement un réle de destruction des pathogénes en phagocytant ces derniers.
De plus, les neutrophiles détruisent les pathogénes en effectuant la dégranulation
et la production de réactifs oxygénés, deux fonctions qui seront élaborées plus en
détail ci-bas. Par le biais de la libération de médiateurs inflammatoires, le
neutrophile régule activement les autres composantes du systéme immunitaire.
Par exemple, la libération de plusieurs cytokines et chimiokines par les
neutrophiles attire et active les lymphocytes Th17 (Pelletier, Maggi et al., 2009),
qui régulent a leur tour plusieurs types cellulaires participant 2 la réponse
immunitaire innée ou acquise. Carl Nathan offre une vue trés représentative du

role des neutrophiles dans I’immunité (Nathan, 2006).

1.2.1 L’activation du neutrophile

Les neutrophiles circulant dans le sang demeurent dans un état quiescent ou non-
activé. Lors d’une infection ou d’un stress, les cellules des tissus peuvent étre
activées en présence de pathogénes. Ces derniéres libérent des médiateurs
inflammatoires afin de signaler le danger & I’organisme. Plusieurs de ces
molécules sont de puissants activateurs des neutrophiles comme par exemple I’IL-
8 qui est un chimio-attractant. Les neutrophiles activés subissent alors
d’importants changements morphologiques et physiologiques ce qui leur permet
de mieux exercer leurs multiples fonctions dans I'immunité. Les neutrophiles
activés ont notamment une forme beaucoup moins arrondie que les neutrophiles
quiescents. De plus, les cellules activées expriment davantage certains récepteurs
nécessaires a I’élimination des pathogénes comme les récepteurs du complément
ou du fMLP via, entre autres, le phénomeéne de dégranulation qui sera élaboré

plus en détail plus loin dans ce travail.



1.2.2 L’adhésion

L’adhésion des neutrophiles sur la paroi endothéliale nécessite des interactions
moléculaires et débute d’abord par I’interaction des sélectines avec certains
ligands glycosylés. En effet, I’inflammation engendrée par le pathogéne au niveau
des tissus induit la production de plusieurs cytokines inflammatoires qui activent
les cellules endothéliales environnantes. Ces derniéres se trouvent ainsi a
augmenter le nombre de ligands glycosylés a leur surface comme E-selectine
(Kansas, 1996) et la P-sélectine (McEver et Cummings, 1997). Ces sélectines
interagissent avec la PSGL-1 et la L-Sélectine sur les leucocytes et permettent au
neutrophile d’effectuer le phénomene de roulement et de ralentir au niveau de
I’endothélium inflammé. Les sélectines ne sont pas les seules molécules de
surface a permettre le ralentissement leucocytaire. Certaines intégrines participent
activement dans le roulement comme certaines B1 et B2 intégrines (Dunne,
Ballantyne et al., 2002; Salas, Shimaoka et al., 2004) a la surface des neutrophiles

permettent des interactions avec ICAM-1 exprimé par les cellules endothéliales

(Chesnutt, Smith et al., 2006).

Le ralentissement des neutrophiles a proximité€ des cellules endothéliales activées
permet I’activation des neutrophiles. En effet, la présence de cytokines et de
chimiokines pres des sites inflammatoires induit I’activation du neutrophile qui se
traduit en une activation rapide des int€grines de surface (Laudanna, Kim et al.,
2002). L’activation du neutrophile permet la transmission d’un signal dit «inside-
out» qui induit un changement de conformation des intégrines de surface, qui
adopteront donc dans une conformation active (Kinashi, 2005). La proximité du
neutrophile avec les cellules endothéliales permet a celui-ci d’adhérer fermement
a la paroi via ses intégrines (Campbell, Qin et al., 1996; Campbell, Hedrick et al.,
1998). L’activation des intégrines de surface est dépendante de la MAPK p38
(Simon, Hu et al., 2000). L’adhésion ferme des neutrophiles permettra, par la
suite, leur migration a travers la paroi endothéliale vers le site inflammatoire par

transmigration.



1.2.3 La transmigration

La transmigration débute par I’adhésion ferme des neutrophiles & 1’endothélium
vasculaire. De plus, la production de cytokines par les cellules endommagées
et/ou activées (comme les macrophages) cause la dilatation locale des vaisseaux
sanguins, augmentant ainsi 1’apport sanguin et, par le fait méme, le nombre de
cellules immunitaires (Paul, 2008). La transmigration, ou diapédese, est le
processus par lequel le neutrophile quitte la circulation sanguine et migre vers un
site d’infection. Cette étape demande aux leucocytes de passer a travers un espace
extrémement restreint. Or, ce processus demande aux neutrophiles un important
réarrangement des protéines du cytosquelette. Ce processus n’est que
partiellement connu, mais impliquerait la vinculine, I’o-actinine et la taline-1
(Carman et Springer, 2004). De plus, certaines molécules cytoplasmiques comme
le complexe protéique ERM (ezrine, radixine et moésine) seraient également
impliquées (Barreiro, Yanez-Mo et al., 2002). Le passage entre deux cellules
endothéliales est appelé route paracellulaire. En plus des molécules régulant le
cytosquelette, ce processus implique une quantité importante de molécules
d’adhésion et de jonctions qui sont présentées dans le tableau I et la figure 2. La
liaison des molécules d’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales peut
induire un réarrangement des molécules jonctionnelles facilitant ainsi le passage

(Shaw, Bamba et al., 2001).

Jusqu’a récemment, il était convenu que la diapédese des leucocytes s’effectuait
par la voie paracellulaire uniquement. Depuis une dizaine d’année, certains
groupes de chercheurs ont démenti cette affirmation en démontrant que les
neutrophiles pouvaient également traverser la barriére endoth€liale en passant
directement A travers les cellules endothéliales (Feng, Nagy et al., 1998;
Engelhardt et Wolburg, 2004). Cependant, les mécanismes impliquant ce type de

transmigration ne sont que trés peu connus (figure 2).



b Paracellular route

¢ Transcellular route Q

LFAT

Figure 2 : Transmigration des leukocytes a travers la barri¢re endothéliale

Figure extraite de (Ley, Laudanna et al., 2007)



Tableau I : Molécules impliquées dans la transmigration leucocytaire

Lig l*Gtx‘lt{fr(an;{(.g'

AN T —— |

'PECAM1 PECAMI
JAM-A LFA-1
JAM-B VLA4
JAM-C MACI
ICAM2 MACI
CD99 CD9%9
CD99L2 Non-connu
ESAM Non-connu

1.2.4 La dégranulation

La dégranulation est un processus par lequel le neutrophile libére le contenu de
ses granules par exocytose. L’exocytose des granules se produit, entre autres, lors
de I’activation du neutrophile par divers agents comme certaines cytokines pro-
inflammatoires ou encore lors de la reconnaissance d’un pathogeéne par 1’un des
récepteurs de surface. Le neutrophile posséde 4 types de granules contenant
certaines protéines communes ou distinctes les unes des autres. Ils sont formés
séquentiellement au cours des différentes étapes de différentiation du neutrophile
(Bainton et Farquhar, 1966; Bainton, Ullyot et al., 1971) tel qu’illustré dans la
figure 3.

Le début de la granulopoiese (formation des granules) qui débutent au stade de
promyélocytes est caractérisé par ’apparition de granules contenant une haute
teneur en myélopéroxidase (MPO), une enzyme essentielle a la production de
réactifs oxygénés (Klebanoff, 1999). Ces granules sont dits «primaires», mais

porte également le nom de granules azurophiliques.
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Figure 3: Formation séquentielle des granules azurophiliques, spécifiques,
gélatinases et des vésicules sécrétoires au cours du développement du
neutrophile

Inspirée de (Faurschou et Borregaard, 2003)

Certaines protéines contenues dans la membrane des granules permettent de les
différencier des autres compartiments cellulaires comme, notamment, la
granulophysine ou CD63, une protéine lysosomale membranaire (Cham, Gerrard
et al, 1994). Cependant, contrairement aux lysosomes, les granules
azurophiliques ne contiennent pas de «Lysosomes-Associated Membrane
Proteins» (LAMP-1 et LAMP-2) (Cieutat, Lobel et al., 1998). Ces granules sont
chargés d’hydrolases acides, de protéines antimicrobiennes et joueraient
probablement un rdle important pour la dégradation des micro-organismes
phagocytés par le neutrophile. L’exocytose de ces granules est extrémement
limitée dii a leur contenu qui peut étre dommageable pour I’organisme (Sengelov,
Kjeldsen et al., 1993). Le contenu et les marqueurs membranaires de ces granules

sont énumérés dans le tableau I1.



Tableau II. Constituants majeurs des différents granules du neutrophile

" Granules | Granules | Granules | Vésicules

azurophilique specifigues | gélatinases sécrétoires
| (primaires) (secondaires) | (tertiaires)

CD63 CD11b/CD18 'CD11b/CD18 | Phosphatase alkaling
cD68 | cp1s | cpé6b | cpio
Preseniline | CD66b Récepteur-fMLP CD11b/CD18

Stomatine ' CD67 Leukolysine (MMP- | CD13
I . . : 25)

Cathepsine Récepteur-fMLP Acétyltransférase CD14
‘Défensine | Récepteur- Gélatinase (MMP-9) | CD16

. Fibronectine :
Elastase Récepteur-Laminine | Lysozyme | CD45
Lysozyme Leukolysine ' Collégénase (MMP- 'CD35 ou CRI
(MMP-25) 8)

MPO Stomatine Cytochrome bssg Récepteur-Clq

Protéinase-3 Récepteur-TNF Récepteur-fMLP

Bacterial/permeability- Récepteur- Leukolysine

increasing protein (BPI) | vitronectine

Collégénase (MMP- Albumine
8)

Gélatinase (MMP-

9N

Histaminase

Lactoférine

Lysozyme

Cytochrome bssg

NGAL

La production de MPO cesse environ a la transition du stage promyélocyte 2 celui
de myélocyte. De cette facon, les granules formés ultérieurement seront
péroxidase-négatives, dii a 1’absence de MPO dans ces derniéres. Ainsi, les
granules secondaires et tertiaires, également appelés spécifiques et gélatinases
respectivement, sont formés au moment ol la MPO cesse d’étre produite. Les
granules spécifiques, formés lors des stades myélocytes et métamyélocytes, sont

caractérisés par une teneur €levée en lactoférine et une teneur relativement faible
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en gélatinase (Borregaard, Sehested et al., 1995). Les granules gélatinases sont,
quant 2 eux, plutdt formés lors des stades juvéniles et neutrophiles segmentés et
sont caractérisés par un contenu riche en gélatinase et pauvre en lactoférine
(Kjeldsen, Bainton et al., 1993). Ces deux derniers types de granules participent
activement dans I’activit€ anti-microbienne des neutrophiles en mobilisant leur
contenu au niveau du phagosome (Jesaitis, Buescher et al., 1990) ou au niveau du
milieu extracellulaire (Borregaard, Heiple et al., 1983). En plus de la gélatinase
(Kjeldsen, Bjerrum et al., 1992) et de la lactoférine (Masson, Heremans et al.,
1969), les granules péroxidases-négatives possédent un large spectre de
peptides/protéines ayant une importance cruciale pour la dégradation de la matrice
extracellulaire facilitant ainsi la migration des leucocytes (Barrick, Campbell et
al., 1999; Owen et Campbell, 1999) comme par exemple la collagénase ou MMP-
8 (Lazarus, Brown et al., 1968; Murphy, Reynolds et al., 1977) et la leukolysine
(Pei, 1999; Kang, Yi et al., 2001). Ces enzymes jouent un role essentiel dans la
dégradation de la matrice extracellulaire composée notamment de collagéne,

fibronectine, protéoglycan, laminine et de gélatine.

Enfin, les vésicules sécrétoires, qui sont formées par endocytose (Borregaard,
Miller et al., 1987), représentent un réservoir de récepteurs associés a la
membrane requis pour les phases précoces de la réponse inflammatoire. La
mobilisation des vésicules sécrétoires est accompagnée d’une libération de L-
selectine (Borregaard, Kjeldsen et al., 1994) ainsi que d’une augmentation des p2-
intégrines CD11b/CD18 (Sengelov, Kjeldsen et al., 1993) favorisant ainsi
I’adhésion ferme du neutrophile sur I’endothélium. En plus d’augmenter
I’adhésion, I’augmentation des récepteurs du complément 1 (Sengelov, Kjeldsen
et al., 1994) et 3 ainsi que des récepteurs du fMLP (Sengelov, Boulay et al.,
1994), des endotoxines (CD14) et des portions Fc des anticorps (CD16) (Detmers,
Zhou et al., 1995) permettent au neutrophile d’acquérir les récepteurs nécessaires

a la reconnaissance et a la destruction des pathogénes.

Quoique les voies signalétiques impliquées dans le processus de dégranulation

soient complexes et seulement partiellement connues, la mobilisation hiérarchique
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des granules décrite ci-haut peut étre reproduite in vitro par I’élévation graduelle
du calcium intracellulaire. Plusieurs agonistes ont montré la capacité d’induire
une dégranulation par la liaison a leur récepteur respectif comme le CD11b/CD18,
le fMLP et le PMA (Ng-Sikorski, Andersson et al., 1991; Laudanna, Constantin et
al., 1994). L’activation du CD11b/CD18 induit une phosphorylation des protéines
tyrosines kinases cytoplasmiques (Berton, Fumagalli et al., 1994) qui elles-mémes
phosphorylent et activent une gamme de protéines cytoplasmiques incluant les
phospholipases Cy2 et D (Hellberg, Molony et al., 1996) qui généreront a leur
tour des inositol-triphosphates (IP3) ainsi que du diacylglycérol (DAG). Enfin,
ces molécules modulent I’activation de la protéine kinase C (PKC) permettant
I'influx de calcium intracellulaire nécessaire a la dégranulation. Evidemment,
plusieurs autres voies signalétiques modulent les mécanismes de dégranulation
comme les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) (Krump, Sanghera et al.,
1997; Herlaar et Brown, 1999; Mocsai, Jakus et al., 2000).

Il est important de mentionner que la dégranulation s’effectue de maniére
naturelle par le neutrophile lors de la diapédese vers les tissus. Le recrutement des
neutrophiles implique une série d’événements exocytaires qui modifieront
I’aspect et le comportement de la cellule comme 1’augmentation du nombre de
récepteurs 2 sa surface. Evidemment, la dégranulation est un processus controlé
par la cellule de maniére tres spécifique. En fait, tous les granules ne seront pas
libérés en méme temps au niveau temporel et sont entierement dépendants de
I’agoniste activant le neutrophile (Sengelov, Kjeldsen et al., 1993; Sengelov,
Follin et al., 1995). Les granules sont formés mais également libérés les un a la
suite des autres. En général, les granules formés en premier sont les derniers a étre
libérés dans le milieu extracellulaire. Ainsi, les vésicules sécrétoires représentent
les premiers granules a étre libérés au niveau extracellulaire (Sengelov, Follin et
al., 1995). Puis, viennent le tour des granules gélatinases et des granules
spécifiques. Enfin, les granules azurophiliques sont le dernier type a étre libérés.
Le contenu riche en enzymes ayant un fort pouvoir dégradant explique en partie le
fait que les granules azurophiliques ne sont déchargés que trés faiblement et

uniquement en réponse a un stimulus puissant puisque ces enzymes pourraient
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avoir un effet destructeur sur l’organisme (Estensen, White et al., 1974;
Faurschou, Sorensen et al., 2002). Enfin, la diversité du contenu des différents
granules permet au neutrophile de cibler les micro-organismes de différentes
fagons. Mentionnons, par exemple, les défensines (Wimley, Selsted et al., 1994)
et les lysozymes (Tanida, Ohno et al.,, 1992) qui agissent en perturbant la
membrane bactérienne ou le «Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin»
(NGAL) et la lactoférine (Oram et Reiter, 1968) qui interférent avec le
métabolisme dépendant du fer des bactéries. Enfin, le cytochrome bssg et la MPO
(Klebanoff, 1999) participent activement a la production de réactifs oxygénés.
Bref, la dégranulation du neutrophile joue un role essentiel dans la migration de

celui-ci ainsi que dans la destruction des micro-organismes envahisseurs.

1.2.5 La phagocytose

N

Les cellules ont évolué de maniére 4 posséder une variété de stratégies afin
d’internaliser des particules. Ces stratégies incluent la micropinocytose,
I’endocytose également appelé macropinocytose ainsi que la phagocytose
(Rabinovitch, 1995; Silverstein, 1995; Aderem et Underhill, 1999; May et
Machesky, 2001). La micropinocytose et I’endocytose servent essentiellement a
I’internalisation de petites particules et a I’échantillonnage de fluides du milieu
extracellulaire. Ces deux types d’internalisation ne seront pas abordés dans le
mémoire. La phagocytose, quant a elle, a été observée pour la premicre fois, il y a
plus de 130 ans, par le scientifique Elie Metchnikoff (1880). Elle est définie
comme [I’internalisation de particules plus grandes ou égales a 0.5 pm. Ce
processus est essentiel non seulement a I’homéostasie tissulaire (Lauber,
Blumenthal et al., 2004; Ravichandran et Lorenz, 2007), mais également a

I’internalisation et a la destruction des pathogeénes (Nathan, 2006).

Le processus de phagocytose des phagocytes, comme le neutrophile, débutent par
une étape de reconnaissance de la particule a ingérer suivie d’une étape

d’attachement. Afin de discriminer les agents pathogeénes du soi, les phagocytes

13



possédent un certain nombre de récepteurs phagocytaires qui reconnaissent les
motifs conservés a la surface des pathogenes et des cellules apoptotiques. La
phagocytose se produit donc par la liaison d’un ligand aux récepteurs a la surface
du phagocyte (Aderem et Underhill, 1999; May et Machesky, 2001). La
reconnaissance et la phagocytose des pathogeénes par le neutrophile sont
grandement augmentées lorsque les cellules sont opsonisées a 1’aide des
immunoglobulines (IgG) ou des molécules du complément (iC3b). Ces opsonines
sont reconnues par les récepteurs a la surface du neutrophile. Ainsi, on observe
deux types de phagocytoses associ€es aux opsonines: la phagocytose dite
dépendante des récepteurs Fc et la phagocytose dépendante des récepteurs du
complément (CR1 ou CD35, CR3 ou CD11b/CD18 et le CR4 ou CD11c/CD18).
La reconnaissance d’un pathogene par le neutrophile méne a la formation de
structures appelés phagopodes permettant d’entourer peu a peu le pathogene. Une
fois le pathogéne entierement englouti, il forme, avec la membrane qui I’entoure,
une structure qu’on appelle phagosome (Swanson et Baer, 1995). Par la suite,
certains granules cytoplasmiques appelés lysosomes ainsi que les granules
azurophiliques fusionnent avec le phagosome, déchargeant ainsi leur contenu
riche en éléments microbicides. On nomme cette vacuole phagolysosome. C’est
grice au contenu de ces granules que le pathogene sera détruit. Le processus
phagocytaire est trés complexe et que partiellement compris. Par contre, la
prochaine section traitera en détail des événements cellulaires connus qui sont
nécessaires a I’internalisation des particules par les neutrophiles en débutant par

I’étape de reconnaissance de la particule par les récepteurs cellulaires Fc.

Plusieurs récepteurs Fc (FcR) sont présents a la surface du neutrophile (Revue
dans permettant d’enclencher le processus phagocytaire (Nimmerjahn et Ravetch,
2008)). Les différents IgG humain, soient les IgG 1-4, se fixent avec une affinité

tres variable a chacun des récepteurs (Bruhns, Iannascoli et al., 2009).
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Figure 4: Famille des récepteur Fc pour les anticorps IgG

Inspirée de (Nimmerjahn et Ravetch, 2008)

Outre le CD16 qui posséde une ancre GPI (Scallon, Scigliano et al., 1989) et le
FcyRIIB qui posséde un ITIM (Daeron, Jaeger et al., 2008), les récepteurs Fcy
possédent une portion cytoplasmique ITAM (Reth, 1989) qui s’active par
phosphorylation lors de la ligation de la portion Fc de I'IgG. Cette
phosphorylation induite par les kinases de la famille des Src (Ghazizadeh, Bolen
et al., 1994) comme les Hck, Lyn (Wang, Scholl et al., 1994) et également la
protéine Syk (Kiener, Rankin et al., 1993) joue un rdle essentiel dans la
transduction du signal et I’internalisation des particules puisque les macrophages
déficients en Syk sont incapables d’internaliser des particules opsonisées aux IgG
(Crowley, Costello et al., 1997). La phosphorylation des kinases Src induit le
recrutement de protéines adaptatrices ainsi que le complexe protéique PI3K. La
formation de PI(3,4,5)P; par la PI3K permet, entre autres, 1’activation de la PLCy
et des MAPK ERK1/2 (Coxon, Rane et al., 2000). L’activation de la PLCy
entraine une augmentation du calcium intracellulaire (Liao, Shin et al., 1992), un
messager secondaire trés important pour la signalisation en aval (Odin, Edberg et
al., 1991). Ce messager intracellulaire joue un role essentiel dans la formation de
la coupe phagocytaire (Sawyer, Sullivan et al.,, 1985). Il est important de

mentionner que le niveau de calcium intracellulaire est essentiel uniquement pour
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la phagocytose régie par les récepteurs Fc et non pour la phagocytose dépendante

des CR (Della Bianca, Grzeskowiak et al., 1990).

D’autres molécules sont également impliquées dans le phénomene de
phagocytose. Depuis 1977, nous savons que le réarrangement du cytosquelette
d’actine est crucial dans la formation de phagopodes (Kaplan, 1977), un
changement conformationnel de la membrane permettant I’internalisation des
particules. L’internalisation de particules requiert donc I’activation et le
recrutement des molécules régulatrices du cytosquelette d’actine de la cellule. Les
molécules Rho GTPases Racl, Rac2 ainsi que Cdc42 sont les plus importantes
régulant la polymérisation de I’actine et sont connues pour étre impliquées dans
une panoplie de fonctions cellulaires (Tapon et Hall, 1997; Aspenstrom, 1999),
dont la phagocytose puisque I’inhibition de I'une ou I’autre de ces protéines
bloque I’assemblage d’actine et la formation du phagosome. L’importance de ces
Rho GTPases s’applique encore uniquement a la phagocytose dépendante des FcR
étant donné que la phagocytose régulée par les CR ne semble pas étre dépendante
de Racl et de Cdc42 (Caron et Hall, 1998). L’activation des GTPases par les Src
kinases, entre autre, méne au recrutement de protéines effectrices en aval comme
la «Wiskot-Aldrich Syndrome Protein» (WASP) (revue dans (Thrasher, 2002)).
Cette protéine permet de faire un lien direct entre les Rho-GTPases et les
protéines pouvant se lier & I’actine. De plus, cette protéine est essentielle a
I’internalisation de particules chez les macrophages et les neutrophiles (Lorenzi,
Brickell et al., 2000; Tsuboi et Meerloo, 2007). Le role de cette protéine est
encore peu connu. Cependant, nous savons qu’elle est essentielle au recrutement
d’un complexe protéique responsable de la nucléation et la polymérisation de
I’actine, le complexe Arp2/3 qui est essentiel pour les deux types de phagocytoses
(Machesky et Gould, 1999; Ten Klooster, Evers et al., 2006). Nous savons
également que ce complexe est maintenu en conformation inactive jusqu’a
I’activation de Cdc42 et de WASP qui survient lors de liaison de la portion Fc aux
récepteurs (Prehoda, Scott et al., 2000). Certaines protéines associ€es aux micro-
filaments ont également des rdles importants a jouer pour la polymérisation de

’actine. La plupart de ces protéines sont des molécules pouvant lier directement
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’actine. Parmi celles-ci, on dénote la taline, I’a-actinine, la vinculine, la gelsoline,
la coronine, la cofiline et la paxiline (Greenberg, 1999; Garcia-Garcia et Rosales,
2002). Ces protéines régulent la dynamique de I’actine par différents mécanismes
incluant la nucléation de I’actine, le «cross-linking», la stabilisation des filaments

d’actine et enfin, ’ancrage de I’actine a la membrane (May et Machesky, 2001).

Extension des "
pseudo‘%

& was

Figure 5: Transduction de signal lors de la liaison de la portion Fc des IgG a
leur récepteur
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La phagocytose dépendante des CR est beaucoup moins étudiée et donc
également moins comprise. Cependant, tout comme la phagocytose dépendante
des récepteurs Fc, elle débute par une phosphorylation des récepteurs
(phosphorylation de la chaine B de I’intégrine). Les événements de signalisation
en amont sont trées complexes principalement a cause du grand nombre
d’interactions latérales (Cis) entre le récepteur et d’autres protéines
membranaires. Par exemple, on a démontré que le CR3 s’associe avec le CD16
(Zhou, Todd et al., 1993). De plus, des études antérieures ont démontré un rdle
important des intégrines CD11b/CD18 dans la phagocytose de particules non
opsonisées (Thornton, Vetvicka et al., 1996) ou opsonisées aux IgG (Graham,

Gresham et al., 1989; van Spriel, Leusen et al., 2001).

L’activation du neutrophile par les FcR engendre également une panoplie
d’événements servant a €laborer une réponse immunitaire efficace contre les
pathogenes. Par exemple, on note la production de plusieurs types de cytokines, le
retard de I’apoptose et I’induction des mécanismes servant a la destruction des
microbes comme la production de réactifs oxygénés, traité plus en détail dans la

prochaine section (Nathan, 2006).

1.2.6 La flambée oxydative et la production de réactifs oxygénés

Lorsque stimulés de manieres appropriées, les phagocytes professionnels, comme
les neutrophiles et les macrophages, subissent d’importants changements
physiques et biochimiques dont la consommation brusque d’oxygene qu’on a
appelée flambée oxydative (Baldridge et Barer, 1931). En 1973, il fut démontré
que la production d’anion superoxide O, était une conséquence directe de cette
production d’oxygene brusque (Babior, Kipnes et al., 1973). Les neutrophiles
représentent le phagocyte professionnel pouvant produire la plus grande quantité
de réactifs oxygénés (H,O,, HOCI et Oy’). Ces molécules interagissent fortement
avec les protéines, les lipides et les acides nucléiques des bactéries, rendant ces

dernieres non-fonctionnelles. La production des réactifs oxygénés s’effectue,
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entre autres, par un complexe protéique désassemblé dans les cellules
quiescentes : la NADPH oxydase (Roos, van Bruggen et al., 2003). Ce complexe

protéique catalyse la réaction suivante :

NADPH + 20, — NADP"* +20, + H*

Une dismutation subséquente par ’enzyme superoxide dismutase peut également

se produire selon la réaction suivante :
Oy +0y + 2HF —— H>O2 + O,

A partir de ces deux produits, la cellule peut produire une bonne quantité de
réactifs oxygénés (ROS) comme des hydroxyles, des radicaux libres ou de I’ozone

(Robinson, 2008).

La NADPH oxydase se compose d’éléments membranaires et d’éléments
cytoplasmiques. Le flavocytochrome bsgg est 1’élément membranaire composé
d’un hétérodimere, formé des protéines gp91ynox €t p22pn0x. Lors de I’activation
du phagocyte, les €léments cytosoliques (pP67pnox, P47phox €t p40phox) sONt recrutés
(figure 6) et assemblés a la membrane du phagosome (Nauseef, 2004). Tous les
éléments sont essentiels au bon fonctionnement de ce complexe protéique
puisqu’une mutation dans 1’un ou I’autre des génes codant pour ces protéines,
entraine des conséquences graves pour |’organisme; conséquences qui seront

étudiées plus loin au cour de ce travail.

Les ROS ne sont pas les seuls agents oxydants responsables de la destruction de
micro-organismes. Le neutrophile posséde également la NO synthétase, I’enzyme

responsable de la production d’oxyde nitrique (NO).

La NADPH oxydase n’est pas le seul complexe macromoléculaire a produire des
réactifs oxygénés. En effet, la mitochondrie est également une source importante
de ROS, quoique relativement faible pour les phagocytes possédant la NADPH
oxydase (Lambert et Brand, 2009). La production des ROS provient

principalement de la chaine de transport des électrons lors de la respiration
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cellulaire. Quoique faibles, ces sources de ROS ne sont cependant pas
négligeables pour la physiologie cellulaire et, en particulier, celle du neutrophile.
En effet, les agents oxydants produits par les neutrophiles ont une double fonction
a jouer. En plus de représenter le moyen le plus efficace pour la destruction des
pathogenes, les ROS participent activement & la signalisation cellulaire en tant
que messager secondaire en régulant diverses voies. Ils servent premiérement de
modulateurs de protéines kinases, de phosphatases, de récepteurs membranaires et
de plusieurs facteurs de transcription comme le NF-kB, régulant ainsi la
production de cytokines et de chimiokines. Ces cytokines ont par la suite un effet
trés important sur tout I’organisme. De plus, les ROS modulent plusieurs autres
fonctions des neutrophiles comme la phagocytose et I’apoptose (Fialkow, Wang
et al., 2007).

Phagosome

membrane

=0 /A

Activation du
NADP* +H* neutrophile

pa7

Figure 6: Représentation de la NADPH oxydase d’un neutrophile
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1.2.7 La production de cytokines

Les cytokines sont de petites molécules solubles produites par les différentes
cellules d’un organisme leur permettant de communiquer entre elles. Ces
protéines ont de faibles poids moléculaires, généralement entre 8 et 15 KDa, et
contrdlent plusieurs fonctions cellulaires comme les processus de croissance ou de
survie, I’apport en cellules immunitaires et le processus inflammatoire en général
(Paul, 2008). La capacité d’une cytokine a agir sur une cellule dépend
principalement de la présence de son récepteur & la surface de la cellule. Le
neutrophile représente une source importante de cytokines produites lors d’une
infection bactérienne ou virale (Nathan, 2006). Par contre, il exprime peu de
cytokines avant son activation. A la suite d’une stimulation appropriée, il
exprimera plusieurs cytokines nécessaires a une bonne réponse immunitaire
comme I'IL-1, I’'IL-8, I’IL-12, I'INF-a ou le GM-CSF (Denkers, Del Rio et al.,
2003).

Tableau III: Cytokines qui sont exprimées et produites par le neutrophiles
ainsi que leurs effets sur I’immunité

Inspiré de (Ottonello, Cutolo et al., 2002), (Cassatella, 1999) et (Scapini, Lapinet-
Vera et al., 2000)

s sur Pimmunité

o e e N  TEAY  IVaLU o

IL-1e/8 Fievre, activation de macrophages et des neutrophile
Prolifération ct activation des cellules B et NK, Augmente I'adhésion des
neutrophiles et monocytes

IL-3 Facteur de croissance hématopoiétique, effet sur les cellules vasculaires

1L-4 Activation, Prolifération ct différenciation des B et T. Effets pro et anti-
inflammatoires. Augmente phagocytose des neutrophiles, retarde
I’apoptose

IL-6 Prolifération et différenciation des B, T et Th17. Fiévre

1L-8 Activation, adhésion et chimio-attraction des neutrophiles
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IL-10 Cytokines de type Th2. Role d’inhibition de synthése de certaines
cytokines des macrophages, LT et mastocytes

IL-12 Cytokines de type Thl. Prolifération des T et NK. Induit synthése d’autres
cytokines pro-inflammatoires comme INF-y et TNF-a

TNF-a Prolifération des B et T, activation de plusieurs types cellulaires dont le
neutrophile, impliqué dans I’angiogéngse, effets pro-apoptotiques

INF-a Impliqué dans la réponse anti-virale, augmente I’expression des CMH 1
GRO-a Chimio-attractant des neutrophiles, LT et fibroblastes.
GM-CSF Induit la prolifération et développement des granulocytes et macrophages,

retarde I’apoptose des neutrophiles et macrophages, activation des
neutrophiles et macrophages

' G-CSF Induit la prolifération et développement des granulocytes
M-CSF Induit la prolifération et développement des macrophages et granulocytes.
MIP-10/B Chimio-attractant puissant des neutrophiles, monocytes, macrophages,

DCs, NKs, LTs et basophiles. Cytokines de type Th1

IP-10 Chimio-attractant des LTs, NKs et monocytes/macrophages.

~

Comme le neutrophile est la premiére cellule immunitaire a migrer aux sites
d’infections, la production de cytokines par cette cellule demeure d’autant plus
importante pour I’initiation de la réponse inflammatoire. En effet, I’induction du
TNF, par exemple, via la reconnaissance de bactéries par le neutrophile mene a
une augmentation de la température corporelle (fievre) ainsi qu’un effet important
sur les neutrophiles et les macrophages (Nathan, 2006; Paul, 2008). Nous
pourrions également mentionner la production de G-CSF, M-CSF ou GM-CSF
par les neutrophiles qui permet un développement accru des autres cellules
immunitaires au niveau de la moelle osseuse. Un sommaire des cytokines

produites par le neutrophile est représenté dans le tableau III.
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1.2.8 L’apoptose et la résolution de 1’inflammation

Les principes d’équilibres cellulaires et homéostatiques qui régnent dans un
organisme aussi complexe que le ndtre reposent, entre autres, sur 1’équilibre qui
existe entre ’arrivée des neutrophiles de la moelle osseuse et la disparition de
ceux qui meurent par apoptose. A la fin de leur développement, les neutrophiles
matures quittent la moelle osseuse avant de se rendre dans la circulation sanguine
en attente de signaux d’activation. Les neutrophiles ne recevant pas de signaux
pouvant retarder leur mort vont entrer spontanément en apoptose apres 24 ou 48
heures. Comme nous I’avons mentionné précédemment, plusieurs signaux
peuvent permettre de rallonger le temps de vie des neutrophiles. Le retard
d’apoptose du neutrophile lui permet de remplir pleinement ses fonctions afin de
mener ultimement a la résolution de I’inflammation et 1’élimination complete du
pathogene (Kennedy et DeLeo, 2009). Une fois le micro-organisme éliminé, les
neutrophiles, qui ont migrés au niveau des tissus, meurent par apoptose et sont
rapidement éliminés par les macrophages qui ont une durée de vie beaucoup plus

longue (Savill, Wyllie et al., 1989).

Contrairement aux autres cellules, les neutrophiles ne forment pas de corps
apoptotiques qui caractérisent généralement une cellule en apoptose (Lauber,
Blumenthal et al., 2004). Cependant, plusieurs changements morphologiques
auront lieu durant ce processus. Au lieu de ces corps, la cellule se contractera sur
elle-méme en perdant une bonne quantit€é de son volume. De plus, son noyau
polylobé disparaitra pour faire place & un noyau pyknotique. Il y aura également
condensation et fragmentation de I’ADN. Ce réarrangement du noyau requiert une
réorganisation majeure du cytosquelette. En effet, tout au long du processus
d’apoptose, les neutrophiles réorganisent leur cytosquelette en clivant, entre
autres, plusieurs protéines (Hart, Ross et al., 2000). C’est le cas notamment de la
gelsoline (Kothakota, Azuma et al., 1997), de la vimentine et de la lamine-B1
(Moisan et Girard, 2006). Ensuite, plusieurs récepteurs membranaires sont clives

de la surface de la cellule comme par exemple le CD16. Le niveau d’expression
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de ce récepteur est d’ailleurs un excellent moyen de différentier les cellules des
cellules apoptotiques. Le clivage de récepteurs et de composantes du
cytosquelette est dépendant de I’activité protéolytique des caspases qui sont
activées lors du processus d’apoptose (Nunez, Benedict et al., 1998). Ces
derniéres sont essentielles au processus apoptotique régulant la majorité des
actions (Boatright et Salvesen, 2003). Enfin, il y a un «flip-flop» des
phosphatidylsérines qui sont généralement exprimées sur la surface intérieure de
la membrane plasmique et qui se retrouvent sur la face extérieure lors de
I’apoptose (Homburg, de Haas et al., 1995). La reconnaissance de ces
phosphatidylsérines par les macrophages entraine la phagocytose des

neutrophiles.

~

La résolution de I’inflammation est associée a I’élimination compléte du
pathogéne. L’absence de celui-ci entraine un arrét de la production de cytokines
pro-inflammatoires par les cellules des tissus ainsi que les cellules immunitaires.
L’absence de ces cytokines et chimiokines mene ainsi a la mort des neutrophiles
résiduels, et par conséquent, empéche I’arrivée de cellules immunitaires

supplémentaires (Nathan, 2002).

Neut_rophile Neutrophile
viable apoptotique

(——

< Aucune formation de corps apoptotiques

O Contraction de la cellule et perte de volume

) Apparition d'un noyau pyknotique

O Réorganisation des protéines du cytosquelette
0 Récepteurs membranaires clives (CD16)

© Flip-Flop des phosphatidylsérines

O Activation des caspases

Figure 7: Changements morphologiques des neutrophiles apoptotiques
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1.3 L’inflammation aigiie et chronique

La reconnaissance d’un pathogene par les cellules de I’immunité innée déclenche
une réponse de défense du systtme immunitaire (Medzhitov et Janeway, 2000).
La reconnaissance des pathogénes survient lorsque des PAMP (Matzinger, 2002)
se lient a des molécules de surface comme les TLR (Medzhitov et Janeway,
2000). Ceci entraine une libération de plusieurs cytokines et chimiokines initiant
un procédé appelé inflammation. L’inflammation dite aigiie représente une
réponse normale et restreinte qui est généralement bénéfique pour un organisme,
menant ultimement a I’élimination du pathogeéne. Le processus inflammatoire
permet le recrutement de cellules immunitaires et de molécules solubles de la
circulation sanguine vers le tissu infecté ol elles sont nécessaires a I’élimination
du pathogéne (Muller, 2002). Le recrutement des phagocytes est augmenté
notamment par I’augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins
environnants ainsi que par certains changements morphologiques 2 la surface des
cellules endothéliales activées. Ainsi, I’accumulation de fluide et de cellules
immunitaires  entrainent  collectivement  Iapparition des  symptomes
inflammatoires, soit la rougeur, la chaleur, I’edéme et la douleur (Paul, 2008).
Ces symptdmes refletent 1’effet de certains médiateurs inflammatoires comme
I’histamine, I'IL-1B, le PGE-2 et le TNF-a qui induisent aussi indirectement une

augmentation de la température.

Par contre, la stimulation soutenue par plusieurs cytokines pro-inflammatoires
comme le TNF-a et I'IL-1 (Horai, Saijo et al., 2000) déclenche la dégranulation et
une flambée oxydative qui peuvent parfois mener 2 d’importants dommages
tissulaires (Nathan, 1987; Weiss, 1989). Lorsque I’inflammation est soutenue et
que les cellules immunitaires continuent de s’accumuler au site, on parle alors
d’inflammation chronique. Ce type d’inflammation est évidemment non désirable
pour I’organisme causant parfois des dégits colossaux. Les causes exactes des
pathologies inflammatoires chroniques sont plus ou moins connues. Par contre, on
sait que I’inflammation est amplifiée a la suite du recrutement des composantes

humorales et cellulaires de I'immunité (Paul, 2008). De plus, I’inflammation
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chronique implique généralement la production d’auto-anticorps dirigés contre un
antigéne du soi (Paul, 2008). Certaines études ont par ailleurs établi une
corrélation entre I’inflammation chronique et le développement de cancers

(Coussens et Werb, 2002).

1.4 Les maladies associées aux neutrophiles

Dans une réponse immunitaire normale, il y a destruction du pathogeéne puis
€limination compléte des cellules immunitaires résiduelles du tissu. Par contre,
dans les maladies auto-immunes, les auto-antig&nes, contre lesquels est dirigée la
réponse, ne peuvent pas étre facilement €liminés. Les neutrophiles ont souvent un
role important a jouer dans le développement ou encore dans I’exacerbation de la
maladie. Ainsi, presque tous défauts menant 3 une dysfonction quelconque des
neutrophiles entrainent indubitablement une conséquence grave dans I’immunité
innée (Lekstrom-Himes et Gallin, 2000). La prochaine section traitera brievement
de certaines maladies associées 2 I’altération des fonctions du neutrophile et de
certains désordres immunologiques dans lequel le neutrophile joue un réle clé.
Notamment, mentionnons les pathologies associées 2 I’hyperréactivité des
neutrophiles comme I’arthrite rhumatoide ou la goutte ainsi que celles associées a
la défaillance de certaines composantes du neutrophile comme la neutropénie, la

granulomatose chronique ou la déficience de 1’adhésion leucocytaire.

1.4.1 L’ arthrite rhumatoide

L’arthrite rhumatoide est une pathologie inflammatoire systémique qu’on associe
généralement 4 une accumulation de cellules immunitaires aux jonctions des
articulations, plus particulierement au niveau des liquides synoviaux (Paul, 2008).
La cause de cette maladie chronique, qui touche plus de 1 % de la population

mondiale, demeure obscure. Nous savons cependant que les articulations de
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patients atteints d’arthrite se gonflent de liquide synovial. L’articulation est alors
envahie par plusieurs millions de cellules auto-réactives comme les lymphocytes
et les macrophages (Cush, Weinblatt et al., 2008). Le neutrophile joue également
un rdle de premier plan dans cette pathologie par la libération du contenu de ses
granules ainsi que par la production de ROS a la suite de I’ingestion de complexes
immuns (Feldmann, 2002). Aprés un certain temps, la membrane qui entoure cette
articulation s’épaissit et forme alors une structure appelée pannus. La formation
du pannus entraine alors 1’érosion des cartilages par le biais de la réaction
inflammatoire engendrée par les cellules immunitaires présentes. Ultimement, le
mouvement de I’articulation se retrouve extrémement limité et est généralement

accompagné par une douleur intense (Cush, Weinblatt et al., 2008).
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1.4.2 La goutte

La goutte est une maladie arthritique ou I’urate, généralement excrété de
I’organisme, se dépose plutdét sous forme de cristaux d’urate. Tout comme
I’arthrite, la goutte se caractérise par des douleurs intenses au niveau des
articulations ou les cristaux s’accumulent. Les neutrophiles présents pres des
cristaux tentent de phagocyter ces derniers puis s’activent en générant des
quantités importantes de cytokines pro-inflammatoires et de ROS. Encore ici, la
production des ces médiateurs provoque des effets indésirables au niveau des

cartilages et une destruction osseuse.

1.4.3 La neutropénie

Un défaut dans le cycle de vie des neutrophiles compromet inévitablement la
défense de I’hdte (Dale, Guerry et al., 1979). La neutropénie sévere est
caractérisée par un compte absolu en neutrophile inférieur a 500 000 cellules/mL
(Welte et Dale, 1996). Cette pathologie est due a la défaillance des cellules
myéloides a se différencier du stade promyélocyte 8 myélocyte. Les symptomes
classiques de cette pathologie sont une suppression de I’inflammation et une
susceptibilité accrue aux infections séveres et récurrentes (Bernini, 1996; Welte et
Boxer, 1997). La neutropénie congénitale est d’ailleurs la seule pathologie

associée uniquement a la défaillance d’un seul type cellulaire, soit le neutrophile.

1.4.4 La granulomatose chronique

La réponse des neutrophiles lors d’une infection nécessite la reconnaissance, la
phagocytose et la destruction du pathogene via la production de réactifs oxygénés.
Les patients ayant une défaillance au niveau de la NADPH oxydase ne produisent

plus de réactifs oxygénés nécessaires a la destruction des pathogeénes (Baehner et
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Nathan, 1967). Une mutation dans I’une ou I’autre des composantes de la
NADPH entraine une incapacité presque complete a générer des ROS (Curnutte,
Scott et al., 1989). Cette défaillance se traduit par des infections récurrentes des
ganglions lymphatiques et de la peau accompagnées de Iésions granulomateuses
(Berendes, Bridges et al., 1957). Ces lésions caractéristiques ont ensuite permis de
nommer cette pathologie CGD (Curnutte et al. 1974) pour maladie

granulomateuse chronique.

1.4.5 La déficience de I’adhésion leucocytaire

La déficience de I’adhésion leucocytaire (LAD) est une pathologie héréditaire rare
qui peut étre associée aux neutrophiles ou a d’autres types de leucocytes. Elle est
caractérisée par une défaillance de la migration leucocytaire aux sites d’infection
qui se traduit par des infections accrues et persistantes (Crowley, Curnutte et al.,
1980). Cette défaillance s’explique par une absence de I’attachement des
neutrophiles a la paroi endothéliale (Brown, 1997) due a I’absence de molécules
de surface ou a une perte de fonction de ces molécules (Larson et Springer, 1990).
La molécule de surface généralement absente est la P2 intégrine (Etzioni,
Doerschuk et al., 1999). L’absence de ces intégrines se traduit entre autre par
I’incapacité des neutrophiles a adhérer fermement a I’endothélium et a phagocyter
correctement puisque les P2 intégrines (CR3) sont essentielles a la phagocytose
modulée par le complément. On observe des niveaux d’expression en intégrines
tres variés d’un patient a I’autre. La sévérité de la maladie dépend essentiellement
du niveau d’expression de ces intégrines. Il existe également un deuxiéme type de
déficience leucocytaire associée a 1’adhésion : celle ou les cellules immunitaires
sont déficientes en modifications syalyl-Lewis (Phillips, Schwartz et al., 1995).
Ces modifications a la surface des cellules permettent aux neutrophiles d’interagir
avec la paroi endothéliale afin de ralentir autour des sites inflammatoires
(Marquardt, Brune et al., 1999). Enfin, le LAD de type III est provoqué par un

défaut dans la transduction de signaux.
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Chapitre 2 : Les protéines S100

2.1 Structure générale

Les protéines S100 sont connues depuis plus de 50 ans. Le premier membre de la
famille des S100 a été découvert pour la premiére fois en 1965 par un groupe de
chercheurs étudiant les fluides de cerveau bovin (Moore, 1965). On a alors
nommé ces protéines S100 a cause de leur solubilité dans une solution de 100 %
de sulfate d’ammonium. Ces dernieres sont exprimées de fagcon non-ubiquitaires,
mais sont généralement conservées dans I’évolution des vertébrés. L’analyse de
leur séquence a permis de constater que ces protéines. possédaient deux domaines
de types «EF hand» ayant la capacité de lier le calcium (Isobe, Tsugita et al.,
1978; Isobe et Okuyama, 1981). Chacun des domaines EF hand est formé d’une
région de liaison au calcium, flanquée par deux hélices-a. Les deux domaines EF
hand sont attachés par une région charnieére. La queue C-terminale et la région
charniére posseédent une moins grande homologie entre les protéines S100, leur
conférant ainsi chacune une identité et des fonctions propres (Donato, 2001). Les
sites de liaison du calcium sont réarrangés différemment et possédent donc des
affinités différentes pour le calcium (Donato, 1986). La plupart des protéines
S100 lient également d’autres ions divalents comme le zinc et le cuivre (Schafer,
Fritschy et al., 2000). La structure secondaire d’une protéine S100 est schématisée

dans la figure 9.

Site de liaison Site de liaison
auCa* aucCa*
Régiqn Portion
chamiere C-terminale
N— - __ - —C
Helice-a #1 Hélice-a #2 Heélice-a #3 Hélice-a #4

Figure 9: Représentation de la structure secondaire des protéines S100

Tirée de (Eckert, Broome et al., 2004)
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Les protéines S100 posseédent un faible poids moléculaire, soit entre 8 et 14 KDa.
Chez I’humain, la plupart des génes de ces protéines sont localisés sur le
chromosome 1 (B.W. Schifer, 1993; Engelkamp, Schafer et al., 1993). Quelques
exceptions existent cependant. C’est le cas du géne S100B qui est plutdt localisé

sur le chromosome 21 (Allore, O'Hanlon et al., 1988).

On retrouve généralement (et méme presque exclusivement) les protéines S100
sous formes d’homodimeres retenus ensemble par des liens non-covalents.
Plusieurs analyses de résonance magnétique nucléaire et de cristallographie a
rayon X ont permis d’obtenir des informations sur les structures
tridimensionnelles des protéines S100 (Kilby, Van Eldik et al., 1996; Brodersen,
Etzerodt et al., 1998; Drohat, Baldisseri et al., 1998; Matsumura, Shiba et al.,
1998; Ishikawa, Nakagawa et al., 2000; Moroz, Antson et al., 2000; Rety,
Osterloh et al., 2000). Certaines protéines S100 forment également des
hétérodimeéres (Yang, O'Hanlon et al., 1999; Deloulme, Assard et al., 2000;
Tarabykina, Kriajevska et al., 2000; Wang, Rudland et al., 2000). C’est le cas
notamment des protéines S100A8 et S1I00A9 (Propper, Huang et al., 1999), sur
lesquelles porteront la prochaine partie de ce travail. Il existe également plusieurs
indices expérimentaux qui démontrent la présence de polymeres de S100AS8,
S100A9 et S100A12 (Kerkhoff, Klempt et al., 1999; Moroz, Antson et al., 2002,
Leukert, Vogl et al., 2006).

D’autres études conformationnelles suggérent que la dimérisation des protéines
S100 est trés importante pour les fonctions que remplissent ces dernieres. En
effet, la dimérisation qui s’effectue en présence de calcium induit un changement
de conformation de sorte que I’hélice III se réarrange perpendiculairement avec
I’hélice IV. Par conséquent, le nouveau dimeére de protéines S100 acquiere de
nouvelles capacités de liaison avec certaines protéines intracellulaires, suggérant
ainsi un nouveau rdle A la suite de la dimérisation (Ikura, Clore et al., 1992;
Meador, Means et al., 1992; Ivanenkov, Jamieson et al., 1995; Landar, Rustandi
et al., 1998). Plusieurs protéines ligands des protéines S100 sont connues et

revues par (Donato, 1999; Donato, 2003).
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2.2 Les protéines S100A8, SI00A9 et S1I00A12

La famille des protéines S100 regroupe 22 membres. Les protéines S100A8,
S100A9 et S100A12 forment, entre-elles, une sous-famille qu’on nomme
«Myeloid-Related Proteins» (MRP) a cause de leur expression presque
uniquement restreinte a la lignée myéloide, soit les monocytes/macrophages et les
neutrophiles (Edgeworth, Gorman et al, 1991; lg, Troxler et al., 1996).
Cependant, leur expression est inductible dans quelques autres types cellulaires
comme certaines cellules épithéliales, endothéliales et fibroblastes (Brandtzaeg,
Dale et al., 1987; Tobe, Murakami et al., 1989; Koike, Harada et al., 1992; Yen,
Harrison et al., 1997).

S100A8, S100A9 et S100A12 ont été répertoriées par plusieurs équipes dans
différents contextes et sont par conséquent, connues sous plusieurs noms. Les
nomenclatures alternatives employées dans la littérature pour ces protéines sont
énumérées dans le tableau I'V. S100A8 et S100A9 peuvent former des homo ou
des hétérodimeres, alors que S100A12 n’interagit pas avec ces deux derniéres

(Vogl, Propper et al., 1999).

On connait maintenant les MRP depuis plus de 30 ans. Elles sont connues
principalement a cause de leur présence en trés fortes concentrations dans les
pathologies inflammatoires chroniques comme I’arthrite rhumatoide (Frosch,
Strey et al., 2000) et la maladie de Crohn (Lugering, Stoll et al., 1995) ou la
fibrose kystique (Barthe, Figarella et al., 1991). Des concentrations tres élevées de
MRP ont également été répertoriées dans plusieurs cas d’infections bactériennes
(Pechkovsky, Zalutskaya et al., 2000) ou virales ainsi que dans les cas de cancers.
De plus, les niveaux élevés de ces protéines correlent grandement avec les cas
d’inflammation chronique. En fait, la présence de ces protéines dans le sérum de

patients atteints d’une de ces pathologies est devenue un outil diagnostic tres
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efficace dans la détection d’inflammation chronique. On croyait d’abord que
S100A8, S100A9 et S100A12 étaient un symptdme de I’inflammation chronique
plutdt que de contribuer activement au développement de celle-ci. Cependant,
plusieurs études récentes suggerent qu’elles rempliraient un tout autre réle dans la
réponse immunitaire a laquelle elles contribueraient grandement en agissant via
leur activité ressemblant aux cytokines. De plus, ces protéines ont récemment été
classées comme des motifs moléculaires associ€s aux dommages (DAMP) pour
plusieurs raisons qui seront élaborées plus en détails dans les prochaines sections

(Ehrchen, Sunderkotter et al., 2009; Srikrishna et Freeze, 2009)

Tableau IV: Nomenclature alternative des protéines MRP

Selon (Anceriz, Raquil et al., 2007)

' Protéines S100 | A uti es 1 (_lji-'g}:‘-

| MRPS, Calgranuline A, CAGA, CGLA,
CGAg, p8, MAC387, 60B8Ag, L1Ag

S100A8 light chain, MIF, NIF

MRP14, Calgranuline B, CAGB,
CGLB, CFAg, p14, MAC387, 60B8Ag,

S100A9 L1Ag heavy chain, MIF, NIF

MRP6, Calgranuline C, CAAF1, CGRP,
S100A12 p6, ENRAGE, corn assiciated antigen

S100A8/S100A9 Calprotectine
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2.2.1 Provenance et mécanisme de sécrétion

La concentration sérique en MRP d’un individu sain est d’environ 0.1 pg/mL.
Cependant, des concentrations beaucoup plus élevées, allant jusqu’a plusieurs
milligrammes par millilitre sont observables chez des patients ayant un nombre
anormalement €levé de neutrophiles ou présentant une suractivit€ de ceux-ci.
Plusieurs agents sont connus pour induire la sécrétion de MRP comme le LPS
(Kido, Kido et al., 2003), le TNF-a, I'IL-1p (Suryono, Kido et al., 2003) et les
cristaux d’urate (Ryckman, Gilbert et al., 2004).

Les protéines qui sont sécrétées par les phagocytes sont généralement contenues
dans des vésicules ou granules. Ces protéines possedent un peptide signal qui leur
permet d’étre introduites dans le réticulum endoplasmique (RE) avant d’étre
exportées vers le Golgi. Par la reconnaissance de certains signaux, ces protéines
quittent le Golgi dans des vésicules puis sont transportées vers la membrane
plasmique avec laquelle elles fusionneront, libérant ainsi leur contenu dans le
milieu extracellulaire. On nomme cette voie de sécrétion la voie classique.
Cependant, plusieurs protéines, dont les prot€ines S100A8, S100A9 et SI00A12,
ne possédent pas de peptide signal, suggérant ainsi qu’elles sont sécrétées par un

mécanisme alternatif, comme les autres membres de la famille DAMP.

S100A8 et S100A9 représentent une portion colossale des protéines
cytoplasmiques des neutrophiles, soit plus de 30 %. Comme ces protéines ne
possédent pas de peptide signal, elles se retrouvent dans le cytoplasme et ne sont
pas sécrétées par la voie classique. Cette caractéristique est partagée par plusieurs
protéines comme HMGB1, I’annexin-1 ou I’IL10/B (Corradi, Bajetto et al., 1993;
Ryckman, Gilbert et al., 2004; Alleva, Budd et al., 2008). Comme ces protéines
ne sont pas sécrétées par la voie classique, elles doivent transloquer a la
membrane plasmique pour se retrouver dans le milieu extracellulaire. Par contre,
ce mécanisme demeure relativement peu connu. Quelques hypothéses ont été
émises afin de tenter d’expliquer le mécanisme. Il a notamment ét€ suggéré que ce

processus soit dépendant de la tubuline puisque Iutilisation de la colchicine
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bloque la sécrétion des MRP (Rammes, Roth et al., 1997; Ryckman, Gilbert et al.,
2004). De plus, nous savons que I’activation du neutrophile par certains agonistes
induit la translocation de S100A8/A9 du cytosol vers la membrane plasmique par
un processus impliquant le calcium (Lemarchand, Vaglio et al., 1992; Roth,
Burwinkel et al., 1993). Cette translocation serait également régulée par la PKC
ainsi que par des étapes de phosphorylation (Bengis-Garber et Gruener, 1993;
Guignard, Mauel et al., 1996; van den Bos, Roth et al., 1996). Tout comme
S100A8 et SI00A9, S100A 12 est également sécrétée par les neutrophiles, mais en

réponse a des stimuli différents (P.A Tessier, non publié).

2.2.2 Les récepteurs

Les protéines SI00A8/A9 qui sont sécrétées lors de I’activation des neutrophiles
se lient avec une grande affinité avec les sulfates héparinés ainsi qu’avec les N-
glycans carboxylés (Srikrishna, Panneerselvam et al., 2001; Srikrishna, Toomre et
al., 2001; Robinson, Tessier et al., 2002). La nature du ou des récepteur(s) des
MRP demeure relativement controversée. De plus, plusieurs sites de liaison a la
calprotectine ont été identifiés sur les lignées cellulaires THP-1, Raji et Molt-4,
sans avoir toutefois permettre d’identifier le récepteur (Koike, Kondo et al.,
1998). S100A 12, mais pas S100A8 ni S100A9, a été identifi€ comme un ligand
du récepteur RAGE. Dans cette étude, on démontre I’activation par ces prot€ines
des cellules endothéliales, des macrophages ainsi que des lymphocytes (Hofmann,
Drury et al., 1999). Par ailleurs, la liaison directe entre S100A8/A9 avec le CD36,
un récepteur responsable de I’internalisation d’acide gras par pinocytose, a €té
observée (Kerkhoff, Sorg et al., 2001). Il est cependant important de préciser
qu’uniquement les monocytes et les cellules endothéliales possédent ce récepteur
suggérant I’existence d’un ou plusieurs autres récepteurs (Kerkhoff, Sorg et al.,
2001). Encore plus récemment, S100A8 et S100A9 ont ét€ identifiées comme des

activateurs potentiels des récepteurs TLR4 (Vogl, Tenbrock et al., 2007). Les
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conclusions et la reproductibilité¢ de cette étude demeurent par contre matiére a

débat.

2.2.3 Rdles intracellulaires

En présence de calcium ou de certains ions divalents, SI00A8 et S100A9
s’associent en formant des liens non-covalents. S100A8 et S100A9 possédent 2
sites de fixation di calcium, un de faible et I’autre de haute affinité. Plusieurs
études suggerent donc que, par cette propriété, les MRP posséderaient la capacité
de réguler le flux de calcium ainsi que les fonctions régulées par celui-ci.
Plusieurs autres activités des protéines S100A8, S100A9 et S1I00A12 ont été
répertori€es au cours des derniéres années. Parmi celles-ci, on dénote un effet de
S100A9 sur la polymérisation des microtubules (Vogl, Ludwig et al., 2004).
L’effet sur le réarrangement du cytosquelette suggere un rdle important de cette
protéine dans la migration trans-endothéliale des phagocytes. De plus, il
semblerait que S100A9 soit phosphorylée par la MAPK p38, modifiant ainsi ses

propriétés (Lominadze, Rane et al., 2005).

La calprotectine (S100A8/A9) posséde une grande affinité pour certains acides
gras (Siegenthaler, Roulin et al., 1997) comme I’acide arachidonique (Kerkhoff,
Klempt et al., 1999; Kerkhoff, Vogl et al., 1999) et que cette affinité serait
diminuée en présence de zinc. Comme le zinc est peu présent a I’intérieur des
cellules, mais présent dans le milieu extracellulaire, on suggere que S100A8/A9
serait impliquée dans le transport extracellulaire de cet acide gras participant ainsi
a la propagation de I’inflammation. En effet, I’internalisation d’acide
arachidonique, qui est un médiateur lipidique menant a la production de LTB4 par
exemple, par les cellules environnantes, participe activement au processus
inflammatoire. L’association de la calprotectine avec I’acide arachidonique
pourrait avoir une autre utilité puisqu’une équipe a démontré que S100A8/A9

transférait 1’acide arachidonique a la NADPH oxidase pour I’activer (Bouzidi et
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Doussiere, 2004). L’augmentation de I’activité impliquerait une interaction avec
p67"" et Rac-2 (Kerkhoff, Nacken et al., 2005). Par contre, dans une autre étude
récente, un groupe de chercheurs démontre que S100A8 et SI00A9 inhibent les

mécanismes oxydatifs du neutrophile (Sroussi, Lu et al., 2010).

2.2.4 Roles extracellulaires

Il est maintenant établit depuis plusieurs années que les MRP sont microbicides
lorsque présentes a une concentration €levée. La calprotectine inhibe la croissance
de Escherichia coli, Staphylococcus spp., Klebsiella spp., a des concentrations de
64 a 256 pg/mL et de Candida spp. ainsi que Cryptococcus neoformans a des
concentrations plus faibles de I’ordre 4-128 ug/mL (Steinbakk, Naess-Andresen
et al., 1990; Brandtzaeg, Gabrielsen et al., 1995; Santhanagopalan, Hahn et al.,
1995; Sohnle, Hahn et al., 1996; Mambula, Simons et al., 2000). 1l est important
de mentionner que cette action bactériostatique ou bactéricide ne nécessite aucun
contact avec le pathogeéne. Cette propriét€ viendrait plutdt du fait que les MRP
chélatent les ions divalents comme le zinc ou le magnésium, privant ainsi les
micro-organismes de ces éléments essentiels & leur croissance (Santhanagopalan,

Hahn et al., 1995; Sohnle, Hunter et al., 2000).

Jusqu’a tout récemment, l’accumulation des MRP au niveau des sites
inflammatoires chroniques représentait un symptdme de I’inflammation. Ces
protéines sont d’ailleurs utilisées comme des marqueurs de pathologies
inflammatoires. Cependant, il nous apparait de plus en plus évident qu’elles
exercent un rdle de premier plan dans le développement méme des épisodes
inflammatoires chroniques. En effet, SI00A8, S100A9, S100A8/A9 et S100A 12
contribuent activement a différents niveaux dans I’inflammation. Premiérement,
la S100A12 serait chimiotactique pour les monocytes et les neutrophiles en plus
d’induire la sortie des phagocytes de la moelle osseuse (Miranda, Tao et al., 2001;
Yang, Tao et al., 2001; Rouleau, Vandal et al., 2003). SI00A8, S100A9 ainsi que

le complexe formé des deux protéines sont chimiotactiques pour les neutrophiles
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humains (Ryckman, Vandal et al., 2003) alors qu’uniquement la SI00A8 murine
est chimiotactique chez la souris (Lackmann, Rajasekariah et al., 1993). La région
charnire a d’ailleurs été identifiée comme étant la portion importante dans cette
activité (Cornish, Devery et al., 1996). Ensuite, I’ajout de S100A8, SI00A8/A9 et
S100A9, dans le modele de la poche d’air murine, entraine une accumulation de
cellules myéloides (Rouleau, Vandal et al., 2003; Ryckman, Vandal et al., 2003).
De plus, quelques indices expérimentaux suggerent que la SI00A8 pourrait étre
oxydée (Harrison, Raftery et al, 1999), modifiant ainsi ses activités pro-

inflammatoires (Lim, Raftery et al., 2009).

L’activit¢ des MRP sur la migration des phagocytes ne s’arréte pas a la
chimiotaxie puisque ces derniéres influencent également 1’adhésion cellulaire. En
effet, la sécrétion de MRP 2 la surface de I’endothélium par les monocytes et les
neutrophiles (Eue, Pietz et al., 2000) influence non seulement I’endothélium, mais
également les phagocytes. Il s’avere que la calprotectine active la sécrétion d’IL-8
et induit I’expression de la molécule d’adhésion ICAM-1 des cellules
endothéliales (Viemann, Strey et al., 2005), augmentant ainsi les interactions entre
I’endothélium et le phagocyte. De plus, SI00A9 a été démontrée comme un
puissant activateur des B2 intégrines CD11b/CD18 a la surface des neutrophiles
(Newton et Hogg, 1998), permettant 1’adhésion ferme du phagocyte aux sites
inflammatoires. S100A9 stimule également 1’adhésion des neutrophiles sur des
matrices de fibronectine ou de vitronectine (Anceriz, Raquil et al., 2007). Les
sélectines, responsables du roulement des phagocytes sur I’endothélium, sont
également affectées par les MRP puisque ces derniéres induisent 1’augmentation
de I’expression de CD62L 2 la surface des neutrophiles (Ryckman, Vandal et al.,
2003; Vandal, Rouleau et al., 2003). L’importance cruciale de ces protéines dans
la migration leucocytaire est supportée par le fait qu’un traitement avec des
anticorps neutralisants contre S100A8, S100A9 et S100A8/A9 bloque la
migration des leucocytes en réponse aux LPS ou aux cristaux d’urate (Vandal,
Rouleau et al., 2003; Ryckman, Gilbert et al., 2004). Enfin, la liaison de S100A12
avec RAGE transmet un signal aux cellules endothéliales (Schmidt, Yan et al.,

2001) qui résulte en une expression accrue des molécules d’adhésion ICAM-1 et
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VCAM-1 (Hofmann, Drury et al., 1999) ainsi que plusieurs cytokines pro-
inflammatoires comme le TNF-o et I’IL-18 via la translocation du facteur de
transcription NF-kB. La sécrétion de ces cytokines, en plus de I'IL-8, suggere
fortement que les MRP influencent le cours du processus inflammatoire en

amplifiant la réponse initiale (Ehrchen, Sunderkotter et al., 2009).

Des résultats précédents du laboratoire ont également démontré que la S100A9
augmentait la migration des neutrophiles a travers 1’endothélium en réponse a
I’'IL-8, démontrant un r6le pour cette protéine dans la transmigration des
phagocytes (Anceriz, Raquil et al., 2007). Le groupe de Eue et al. a corroboré ces
résultats en démontrant que la S100A9 augmente la migration des monocytes a
travers la barriére endothéliale (Eue, Pietz et al., 2000). Les MRP semblent donc

jouer un rdle non négligeable dans la transmigration des phagocytes.

Plusieurs études se sont concentrées sur I’effet que pourrait avoir les MRP sur les
cellules cancéreuses. On retrouve d’ailleurs plusieurs résultats démontrant des
effets pro-apoptotiques de ces protéines sur certaines lignées cancéreuses. La
calprotectine inhibe d’ailleurs la croissance et induit la mort de plusieurs types
cellulaires murins comme les carcinomes, hépatomes, fibrosarcomes,
adénosarcomes et cellules leucémiques (Yui, Mikami et al., 1995). La méme
équipe a par la suite montré que le complexe S100A8/A9 induisait I’apoptose des
fibroblastes qui jouent un rble important dans la reconstruction des tissus
endommagés (Yui, Mikami et al., 1997). Cette observation vient cependant a
I’encontre des résultats d’un autre groupe qui démontre que S100A9 stimule la
prolifération des fibroblastes (Shibata, Ito et al., 2005). La chélation des ions
essentiels a 1’homéostasie cellulaire pourrait étre impliquée encore dans ce
processus apoptotique puisque I’activité pro-apoptotique peut parfois étre
renversée par 1’ajout d’ions divalents comme le zinc (Yui, Mikami et al., 1997;

Yui, Nakatani et al., 2002; Nakatani, Yamazaki et al., 2005).
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2.2.5 Les maladies associées

Des concentrations élevées (plus de lpg/mL) de MRP sont retrouvées dans le
sérum des patients souffrant de multiples désordres inflammatoires chroniques.
Des concentrations encore plus élevées sont retrouvées dans les fluides synoviaux

de patients atteints d’arthrite rhumatoide ou de la goutte.

L’arthrite rhumatoide représente I’exemple classique des pathologies
inflammatoires chroniques impliquant les MRP. Comme il a ét€ mentionné
précédemment, cette pathologie implique des épisodes inflammatoires aigus et
chroniques de la membrane synoviale, dus a [’accumulation des cellules
immunitaires et de complexes immuns aux niveaux des articulations. Le
synovium inflammé mene progressivement a la destruction et a 1’érosion des
cartilages (Lee et Weinblatt, 2001). Les phagocytes, s’accumulant aux sites,
produisent de grandes quantités de molécules dans le milieu extracellulaire,
incluant les protéines S100A8, S100A9 et S100A12 (Perera, McNeil et al.). En
fait, on retrouve de facon prédominante S100A8 et S100A9 sur la membrane
synoviale (Odink, Cerletti et al., 1987), avec une tres forte expression au niveau
de la jonction du cartilage et du pannus (Youssef, Roth et al., 1999), le site de
destruction principal des cartilages et de 1’érosion des os. De plus, on dénote une
association entre les niveaux de calprotectine et les anticorps dirigés contre les
peptides citrulinés ainsi que contre les complexes immuns IgM et IgA (Hammer,
Odegard et al., 2007). La corrélation entre la haute teneur en MRP et
I’inflammation chronique est si grande que ces protéines ont été proposées
comme étant des marqueurs de premiers plans (encore meilleur que la protéine C-
réactive) en ce qui concerne |’inflammation synoviale (Berntzen, Munthe et al.,
1989; Brun, Jonsson et al., 1994). Enfin, une étude récente a démontré une
association entre les calgranulines et le facteur soluble RAGE, un marqueur
clinique connu permettant de suivre I’évolution de I’arthrite rhumatoide (Chen,

Yan et al., 2009).
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Il existe aussi une corrélation entre la présence de MRP et d’autres pathologies
arthritiques connues comme la goutte (Ryckman, McColl et al., 2003), I’arthrite
idiopathique juvénile (Frosch, Vogl et al., 2003), Iarthrite psoriasique (Kane,
Roth et al., 2003) ou le syndrome de Sjorgren (Brun, Cuida et al., 1994).

Les maladies inflammatoires de I’intestin (MII), qui regroupent principalement la
maladie de Crohn et la colite ulcéreuse, sont des désordres chroniques
inflammatoires du tractus gastro-intestinal. Plusieurs indices expérimentaux
supportent I’hypothése que les MII sont causées par une réponse immunitaire mal
régulée contre la flore intestinale dans des individus génétiquement prédisposés
(Cho, 2008). De fagon générale, les patients souffrant de ces maladies sont sujets
a de fréquentes rechutes résultant en des diarrhées sanguinolentes ainsi que des
douleurs intenses a l’abdomen. La migration des phagocytes joue un rdle
particulierement important dans les maladies inflammatoires de I’intestin. En
effet, I’infiltration accrue des neutrophiles par la route paracellulaire est associée a
la destruction des jonctions épithéliales serrées. Certaines protéines jouant des
réles importants pour la migration des neutrophiles (Huber, Balda et al., 2000),
comme I’occludine, sont d’ailleurs réprimées dans les MII (Kucharzik, Walsh et
al., 2001). De plus, on retrouve de hautes concentrations de S100A8/A9 dans les
cas de maladie de Crohn ainsi que dans les cas de cancer du colon (Schmid,
Lugering et al., 1995; Summerton, Longlands et al., 2002). La présence de
S100A8 et S100A9 est directement proportionnelle a [infiltration des
neutrophiles au niveau de la muqueuse intestinale (Roseth, Schmidt et al., 1999).
On a également observé que S100A8/A9 réduit le niveau d’expression des
protéines de jonctions serrées sur les cellules endothéliales (Viemann, Strey et al.,
2005). Enfin, I’évolution de la maladie corréle avec la concentration croissante de

S100A8/A9 (Roseth, Fagerhol et al., 1992).
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L’hypercalprotectinémie ou I’hyperzinquémie est un syndrome extrémement rare
(seulement 6 cas dans le monde ont été répertoriés) caractéris€ par la présence
anormalement élevée de S100A8/A9 (Sampson, Fagerhol et al., 2002). Les
concentrations sériques peuvent atteindre les 6 g/L de sang, ce qui correspond a
10 000 fois la concentration normale. Tous les patients présentent des symptdmes
communs et souffrent d’infections récurrentes, d’hépatosplénomégalie, d’anémie,
d’arthrite et possédent des concentrations élevées en protéines C-réactive
(Sampson, Fagerhol et al., 2002). De plus, la plupart de ces patients éprouvent de
sérieux retards de croissance. Il semblerait également que ce syndrome soit
héréditaire (Smith, Zeller et al., 1976; Failla, van de Veerdonk et al., 1982), I’un
des 6 patients atteints étant le fils dont la mere souffre aussi d’arthrite sévere
(Saito, Saito et al., 2002). La présence accrue de MRP dans cette pathologie
expliquerait en grande partie les symptomes dont les patients souffrent. En effet,
la présence de MRP résulterait en une activation et une migration plus prononcées
des monocytes et des neutrophiles en plus de promouvoir la formation de
granulocytes de la moelle osseuse ainsi que la déplétion des érythrocytes
expliquant les symptdmes anémiques (Rouleau, Vandal et al., 2003; Vandal,
Rouleau et al., 2003). Des analyses génétiques de ces patients n’ont révélé aucune
anomalie dans les promoteurs des génes codant pour S100A8 et S100A9
suggérant qu’un défaut dans la sécrétion et la production des MRP pourrait avoir

lieu (Sampson, Fagerhol et al., 2002).

On a répertorié plusieurs autres pathologies associ€es a la présence accrue des
MRP. On peut mentionner la fibrose kystique, I’Alzheimer et une panoplie
d’autres défaillances génétiques ou infections bactériennes. Le tableau V

énumere les maladies ou pathologies associées a la présence accrue des MRP.

42



Tableau V: Corrélation entre la présence de MRP et les maladies

inflammatoires

Inspiré de (Anceriz, Raquil et al., 2007) et (Ehrchen, Sunderkotter et al., 2009)

[ Pathologies

Fibrose Kystique

Arthrite rhumatoide

Arthrite psoriasique
Arthrite idiopathique juvénile
Goute

Psoriasis

Maladie inflammatoire de I'intestin

Alzheimer

| Références
]

(Hayward, Glass et al., 1987; Barthe, Figarella et al.,
1991; Roth, Teigelkamp et al., 1992; Renaud,
Merten et al., 1994; Clohessy et Golden, 1996;
Golden, Clohessy et al., 1996; Foell, Seeliger et al.,
2003; Tirkos, Newbigging et al., 2006)

(Perera, McNeil et al.; Odink, Cerletti et al., 1987;
Zwadlo, Bruggen et al., 1988; Berntzen, Olmez et
al., 1991; Brun, Haga et al., 1992; Brun, Jonsson et
al., 1994; Youssef, Roth et al., 1999; Hofmann,
Drury et al., 2002; Madland, Hordvik et al., 2002;
Foell, Kane et al., 2003; Liao, Wu et al., 2004)

(Foell, Kane et al., 2003; Kane, Roth et al., 2003;
Batliwalla, Li et al., 2005)

(Berntzen, Fagerhol et al., 1991; Frosch, Strey et al.,
2000; Frosch, Vogl et al., 2003; Wulffraat, Haas et

al., 2003; Foell, Frosch et al., 2004; Foell et Roth,
2004; Frosch et Roth, 2008)

(Rouleau, Vandal et al., 2003; Ryckman, McColl et
al., 2003)

{Mirmohammadsadegh, Tschakarjan et al., 2000;
Thorey, Roth et al., 2001; Semprini, Capon et al.,
2002; Broome, Ryan et al., 2003; Marionnet,

Bernerd et al., 2003; Eckert, Broome et al., 2004)

(Roseth, Fagerhol et al., 1992; Rugtveit, Brandtzaeg
et al., 1994; Lugering, Stoll et al., 1995; Lugering,
Stoll et al., 1995; Schmid, Lugering et al., 1995;
Tibble, Sigthorsson et al., 2001; Aadland et
Fagerhol, 2002; Summerton, Longlands et al., 2002;
Foell, Kucharzik et al., 2003; Benoit, Toksoy et al.,
2006; Wolk, Witte et al., 2006; Foell, Wittkowski et
al., 2008)

(Shepherd, Goyette et al., 2006)
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2.2.6 Potentiel thérapeutigque

Les concentrations élevées de MRP dans les pathologies mentionnées ci-haut
suggérent fortement que ces protéines pourraient avoir des rdles pro-
inflammatoires non désirables pour I’organisme. Le traitement avec des anticorps
neutralisant ces protéines devrait donc s’avérer efficace pour traiter
I’inflammation chronique. Il a d’ailleurs déja ét¢ démontré dans un modéle murin
qu’une neutralisation avec des anticorps anti-S100A8 et anti-S100A9 réduisait la
migration des neutrophiles au niveau des alvéoles dans un modeéle de pneumonie
(Raquil, Anceriz et al., 2008). Il n’en demeure pas moins que les concentrations
extrémement élevées de MRP nécessiteraient des quantités encore plus
importantes d’anticorps monoclonaux neutralisants, ce qui aurait pour effet
d’accroitre les complexes immuns provoquant possiblement des dommages a
certains organes. Il serait également impossible de bloquer le récepteur des MRP
puisque ces protéines se lient a plusieurs cibles. Certains traitements
expérimentaux ont cependant tenté de contrer les effets pro-inflammatoires de
S100A8/A9. Par exemple, un traitement avec la cyclosporine A, un
immunosuppresseur puissant, a montré la capacité de corriger, pendant un certain
temps, tous les symptomes cliniques de I’hypercalprotectinémie (Sugiura, Goto et
al., 2006). Un autre traitement utilisant un immunosuppresseur, le tacrolimus, a
été employé afin de tenter de remédier aux mémes symptdmes. Dans cette €tude,
une atténuation de la gravité de la maladie a ét€ observée dans les premiéres
semaines de traitement (Isidor, Poignant et al., 2009). Malheureusement, I’anémie
ainsi que I’inflammation chronique sont réapparues quelques semaines plus tard.
Les auteurs suggérent que la présence des SIO0A8/A9 soit trés néfaste pour la
maladie (Sampson, Fagerhol et al., 2002). L’inhibition de la sécrétion méme des
MRP dans le milieu extracellulaire procurerait possiblement un net avantage aux
traitements déja existants. En effet, des traitements expérimentaux proposent
d’inhiber la sécrétion des MRP A I’aide de la colchicine, un inhibiteur de la

polymérisation des microtubules. Cet inhibiteur pourrait possiblement s’avérer
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efficace puisque SI00A8/A9 est sécrétée par un mécanisme dépendant des

microtubules (Ryckman, Gilbert et al., 2004).
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Problématique, Hypotheése et Objectif de travail

Basé sur la revue de la littérature, il avait ét€ suggéré a plusieurs reprises que les
protéines S100 pourraient avoir une implication majeure dans la migration des
phagocytes, en particulier dans la migration des neutrophiles. En effet, les
protéines S100A8, S100A9 et S100A12 sont chimiotactiques pour le neutrophile.
De plus, il a été démontré que la protéine S100A9 induisait I’adhésion de ce type
cellulaire sur matrice de fibrinogéne via notamment |’augmentation de
I’expression et de I'activation des B2-intégrines CD11b/CD18. Finalement, des
résultats antérieurs effectués dans le laboratoire du Dr. Tessier nous indiquaient
que I’ajout de protéines S100A9 dans la surface supérieur d’un puit dans un
modele de migration cellulaire (chambre de Boyden) augmentait le passage des
neutrophiles 2 travers une barriere endothéliale. Ces résultats nous suggéraient
donc fortement un effet de la protéine S100A9 au niveau de la transmigration des
neutrophiles. Comme la dégranulation du neutrophile est associée a la migration
des leucocytes, via une dégradation de la matrice extracellulaire des cellules
endothéliales, et qu’une partie des intégrines CD11b/CD18 sont contenues dans
les granules des neutrophiles, nous avons émis I’hypothése : SI00A9 pourrait
induire la dégranulation des neutrophiles favorisant ainsi la dégradation de la
matrice extracellulaire endothéliale et, par le fait méme, la migration des
neutrophiles. L’objectif de cette étude était donc de déterminer en partie les
mécanismes impliqués dans I’augmentation de la migration des neutrophiles par

la protéine S100A9 via I’étude du processus de dégranulation.
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SECTION 2 : Articles
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Résumé de Particle en francais

Titre : Induction de la dégranulation du neutrophile humain par la protéine

S100A9 par un mécanisme dépendant des MAPK

S100A9 est une protéine pro-inflammatoire exprimée abondamment dans le
cytosol des neutrophiles et des monocytes. Les hautes concentrations de S100A9
correlent avec les maladies inflammatoires chroniques comme [I’arthrite
rhumatoide et la maladie de Crohn, ainsi qu’avec la diapédese des phagocytes.
Cette étude a vérifié I’hypothése que S100A9 induit la dégranulation des
neutrophiles humains. Nous avons trouvé que S100A9 augmente les niveaux
d’expression du CD35 et du CD66b, deux protéines contenues dans les vésicules
sécrétoires et dans les granules spécifiques/gélatinases respectivement. De plus, la
gélatinase et I’albumine, contenues respectivement dans les granules
spécifiques/gélatinases et dans les vésicules sécrétoires, ont ét€ détectées dans le
surnageant de neutrophiles stimulé avec S100A9. Par contre, la stimulation avec
S100A9 n’a eu aucun effet sur le niveau d’expression du CD63 ou sur la sécrétion
de MPO, deux protéines contenues dans les granules azurophiliques. S1I00A9 a
induit la phosphorylation des MAPK, ERK1/2, p38 et INK. L’inhibition de p38 et
de JNK, mais pas de ERK1/2, avec des inhibiteurs spécifiques (SB203580, JNKII
et PD98059 respectivement), a bloqué la dégranulation du neutrophile induite par
S100A9. Mis ensemble, ces résultats supportent notre hypothése et démontrent
clairement que S100A9 induit la dégranulation des vésicules sécrétoires et des
granules spécifiques/gélatinases, mais pas des granules azurophiliques par un
processus dépendant de p38 et JNK. Ces résultats supportent également sa

classification de DAMP.
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Article

Induction of neutrophil degranulation by
S100A9 via a MAPK-dependent mechanism

Jean-Christophe Simard,* Denis Girard,*" and Philippe A. Tessier’

*Laboratoire de Recherche en Inflammation et Physiologie des Granulocytes, Université du Québec, INRS-Institut Armand-
Frappier, Laval, Quebec, Canada; and 'Centre de Recherche en Infectiologie, Centre Hospitalier de I'Université Laval, and
Faculty of Medicine, Laval University, Quebec, Canada

RECEIVED OCTOBER 14, 2009; REVISED DECEMBER 21, 2009; ACCEPTED DECEMBER 22, 2009. DOIL: 10.1189/j1b.1009676

ABSTRACT

S100A9 is a proinflammatory protein, expressed abun-
dantly in the cytosol of neutrophils and monocytes.
High extracellular S100A9 concentrations have been
correlated with chronic inflammatory diseases such as
rheumatoid arthritis and Crohn’s disease, as well as
with phagocyte extravasation. This study tested the hy-
pothesis that S1I00A9 induces degranulation in human
neutrophils. SI00A9 was found to up-regulate the sur-
face expression of CD35 and CD66b, proteins con-
tained in secretory vesicles and specific/gelatinase
granules, respectively. In addition, gelatinase and albu-
min, stored, respectively, in specific/gelatinase gran-
ules and secretory vesicles, were detected in the su-
pernatants of neutrophils stimulated with S100A9. In
contrast, stimulation with S100A9 had no effect on
CD63 expression or MPO secretion, two proteins
contained in azurophilic granules. S100A9 induced the
phosphorylation of the MAPKs, ERK1/2, p38, and JNK.
Inhibition of p38 and JNK but not ERK1/2, with specific
inhibitors (SB203580, JNKII, and PD98059, respec-
tively), blocked neutrophil degranulation induced by
S100A9. Taken together, these results support the
hypothesis and clearly indicate that S100A9 induces
the degranulation of secretory and specific/gelati-
nase granules but not of azurophilic granules in a pro-
cess involving p38 and JNK and further support its
classification as a DAMP. J. Leukoc. Biol. 87:
905-914; 2010.

Introduction

The innate immune system is the first line of defense against
infections. Cells constituting the innate immune system rec-
ognize pathogen-associated molecular patterns through re-
ceptors such as TLRs and mannose receptors. 1n addition,

Abbreviations: CR=complement receptor, DAMP=damage-associated
molecular pattern, HMGB1=high-mohbility group box 1, Mac-1=membrane-
activated complex 1, MA=mean fluorescence intensity, MMP-8=matrix
metalloproteinase 8, MPO=myeloperoxidase, MRP=myelcid-related pro-
tein, RAGE =receptor for advanced glycation end-products, SAPK=stress-
activated protein kinase, TREM-1=triggering receptor expressed on my-
eloid cell 1
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damaged cells send signals to the immune system by releas-
ing intracellular proteins, called alarmins [1] or DAMPs.
These preformed molecules are released upon cell activa-
tion or damage and activate the innate and adaptive im-
mune systems. IL-1, thioredoxin, galectins, and HMGBI are
cxamples of DAMPs.

Recently, S100A8, S100A9, and S100A12 have come to light
as potent neutrophil activators. S100A8, S100A9, and S100A12
form a subfamily of the calcium-binding S100 protein family,
called MRPs [2], mainly as a result of their restricted expres-
sion to cells of myeloid origin [3, 4]. They are expressed in
the cytosol of phagocytes, where they are presumed to partici-
pate in intracellular calcium regulation as well as NAPDH oxi-
dase activation. Neutrophils and monocytes are rich in MRPs,
although activated epithelial and endothelial cells also express
these proteins [5, 6]. They forn homodimers and a het-
erodimer, called calprotectin (S100A8/A9) [7]. S100A9,
S100A8, and S100A12 are found at high concentrations in the
serum and at inflammatory sites of patients suffering from
multiple inflammatory diseases, such as Crohn’s disease [8],
rheumatoid arthritis [9], and cystic fibrosis [10], to name a
few, indicating that they are secreted or released by damaged
celis.

Once released to the extracellular milieu, MRPs are chemo-
tactic for neutrophils, induce their adhesion to endothelium,
and increase their transendothelial migration by activating the
B2-integrins Mac-1 (CD18) [11-14]. Recent studies also
showed a potent destructive role for SI00A8 and S100A9 in a
mouse model of arthritis [15, 16]. In these studies, mice defi-
cient in S100A9 showed reduced cartilage destruction com-
pared with wild-type mice. Furthermore, addition of anti-
S100A9 and anti-S100A8/A9, but not anti-S100A8 antibodies,
reduced human monocyte migration across endothelial cells in
vitro [17]. In summary, S100A9 seems to be a predominant
component in inflammation. S100A8, S100A9, and S100A12
are therefore intracellular proteins released during inflamma-

1. Correspondence: Laboratoire de Recherche en Inflanumation ct Physiolo-
gic des Granulocytes, Université du Québec, INRS-Institut Armand-Frap-
picr, 531 boul. des Prairies, Laval, QC, Canada, H7V 1B7. E-mail:
denis.girard@iaf.inrs.ca
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tory episodes with cytokine-like activities and as such, have
been proposed as DAMPs.

Neutrophils are the first immune cells to reach an infec-
tion site and constitute the first line of defense against mi-
crobial invaders. To reach the inflammatory site, neutro-
phils must migrate across endothelial cells and the sur-
rounding tissue. This migration necessitates the secretion of
tissue-degrading enzymes such as gelatinase and elastase.
Once at the inflammatory sites, neutrophils phagocyte the
microorganisms and release copious amounts of oxygen rad-
icals, enzymes, and antimicrobial peptides. Most of these
proteins are preformed and stored in granules, which are
exported rapidly to the cell surface in a process referred to
as degranulation.

Neutrophils possess four types of granules containing over-
lapping sets of proteins. These granules are characterized by
the presence of specific proteins in the granule membranes
and lumen. Azurophilic granules contain high amounts of ly-
sosomal enzymes [18] and are characterized by the presence
of granulophysin (CD63) in their membranes [19]. Gelatinase
granules, more easily exocytosed, are the main reservoir of
tissue-degrading enzymes, such as metalloproteinases, and
specific granules are rich in antimicrobial peptides and
thus, participate in the antimicrobial activity of neutrophils
[20-22]. The membrane of these two granules contains spe-
cific markers such as CD66, CD15, or CD67. Finally, secre-
tory vesicles, presumed to be formed by endocytosis [23],
constitute the main reservoir of plasma proteins and mem-
brane-associated receptors essential for neutrophil inflam-
matory response and are released easily in response to in-
flammatory molecules [24, 25]. Neutrophil degranulation
occurs in part after activation of pathogen recognition re-
ceptors such as TLRs. In addition, proinflammatory cyto-
kines such as IL-8, fMLP, and TNF-a induce neutrophil de-
granulation [20, 26-28].

In this study, we report a new role for S100A9 in leuko-
cyte migration and function. We prove for the first time
that S100A9, but not S100A8 or S100A12, induces neutro-
phil degranulation. More specifically, S100A9 induced the
release of the secretory vesicles, the specific/gelatinase
granules, but not azurophilic granules. This degranulation
was found to be dependent on p38 and JNK but not
ERK1/2 kinases. These findings suggest a crucial role of
$100A9 in neutrophil physiology and support its classifica-
tion as a DAMP.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Human rS100A8, rS100A9, and rS100A12 were produced as described pre-
viously [29] and found to contain <1 pg endotoxin/ug protein, as we re-
ported previously [30]. PD98059, SB203580, BAPTA, EGTA, TNF-a, and
mAb anti-albumin (clone HSA-11) were purchased from Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO, USA). GM-CSF and 1L were obtained from PeproTech
(Rocky Hill, NJ, USA). Antiphospho-specific JNK1/2/SAPK G9 (pTpY'® %),
Erk-1/2 (pTpY'®/'%?), and p38 (pTpY'®”'%%) were obtained from Bio-
Source (Camarillo, CA, USA). mAb against total P38 (sc-535) was pur-
chased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), rabbit poly-
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clonal antibody against Erk-1/2 was obtained from Upstate Biotechnology
(Lake Placid, NY, USA), and rabbit polyclonal anti-SAPK/JNK was obtained
from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). mAb against
CD35 (clone E11) and CD63 (clone H5C6) were purchased from BD
PharMingen (San Diego, CA, USA). The anti-CD66b mAb (clone 80H3)
was obtained from AbD Serotec (Raleigh, NC, USA). Rabbit polyclonal
antibody against MMP-9 and mouse mAb against MPO (clone 2C7) were
obtained from Abcam (Cambridge, MA, USA). JNK inhibitor 11, p38
MAPK inhibitor 111, and U0126 inhibitor were purchased from Calbio-
chem/Merck KGaA (Darmstadt, Germany). All other reagents were ob-
tained from Sigma-Aldrich.

Neutrophil isolation

Neutrophils were isolated from venous blood of healthy volunteers by dex-
tran sedimentation, followed by centrifugation over Ficoll-Hypaque (Phar-
macia Biotech, Inc., Quebec, Canada) as described previously [31]. Blood
donations were obtained from informed and consenting individuals accord-
ing to institutionally approved procedures. Cell viability was monitored
by trypan blue exclusion and found to be consistently >98%. Cell purity
(>98%) was verified by cytology from cytocentrifuged preperations col-
ored by Wright-Giemsa staining (Fisher Scientific, Ottawa, Canada). Cell
viability was evaluated systematically before and afier each treatment.
Neutrophils were then resuspended [10X10® cells/mL in RPMI-HEPES
(25 mM), penicillin (100 U/mL)/treptomycin (100 ug/mL)] for all ex-
periments.

Flow cytometry

Cell surface expression of CD35, CD63, and CD66b was monitored for as-
sessing degranulation of secretory, azurophilic, and specific granules, re-
spectively, by flow cytometry, as published previously [32], with a few modi-
fications. Briefly, nonspecific binding of the antibodies was prevented by
incubating the cells with PBS + 20% decomplemented autologous serum
for 30 min on ice. After several washes with PBS, primary antibodies or an
1gG, isotype control antibody were added at a concentration of 1 ug/ml in
PBS for 30 min on ice. Cells were washed twice in PBS and incubated with
1 ug/ml FITC-conjugated goat anti-mouse IgG antibody for 30 min on
ice. After three washes, cells were resuspended in PBS, and analysis was
performed with a FACScan (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). In
some experiments, cells were preincubated for 30 min at 37°C with the
inhibitors SB203580 (2 uM), p38 MAPK inhibitor 111 (500 nM),
PD98059 (10 uM), INKII (10 uM), U0126 (5 uM), BAPTA (30 uM), or
EGTA (1 mM).

Western blot analysis

Neutrophils [10X10° cells/mL in RPMI-HEPES (25 mM), penicillin (100
U/mL) /streptomycin (100 ug/mL)] were stimulated with fMLP (107°% M),
S100A9 (40 ug/mL), GM-CSF (65 ng/mL), IL4 (250 ng/mL), or their
diluents HBSS for 1-60 min at 37°C. In some experiments, cells were pre-
incubated for 30 min at 37°C with the inhibitors SB203580 (2 uM), p3s8
MAPK inhibitor 111 (500 nM), PD98059 (10 uM), or JNKII1 (10 uM). At the
end of the incubation period, the cells were lysed in 4X Laemmli's sample
buffer (0.25 M Tris-HCI, pH 6.8, 8% SDS, 40% glycerol, and 20% 28-ME),
and aliquots corresponding to 1 X 10° cells were loaded onto 10% SDS-
PAGE and transferred to nitrocellulose (p38 and Erk-1/2) or polyvinyli-
dene difluoride membranes (JNK). For detection of MMP-9, MPO, and
albumin, cells were preincubated with or without inhibitors and were
stimulated for 1 h at the concentration mentioned above. Cells were
then centrifuged at 13,000 RPM for 10 min at 4°C. Pellets were dis-
carded, and supernatants equivalent to 1 X 10° cells for MMP-9 and al-
bumin or 20 X 10° cells for MPO were separated on a 7.5% SDS-PAGE
gel before being transferred to nitrocellulose membranes, which were
blocked for 1 h at room temperature in TBS-Tween containing 5% non-
fat dry milk (Carnation, Don Mills, Ontario, Canada). After washing,
the antiphospho-specific p38, Erk-1/2, or JNK antibody was added at a
final dilution of 1:1000 in TBS-Tween 0.15%. The antibody directed

www jlsukblo.org



Simard et al.

against total p38, Erk1/2, or JNK was added at a final concentration of
1:400 in TBS-Tween 0.15%. A dilution of 1:2000 was used for antibodies
MMP-9/gelatinase and albumin. Antibodies against MPO were used at
1:500 in TBS-Tween 0.15%. The membranes were kept overnight at 4°C,
then washed with TBS-Tween, and incubated for 1 h at room tempera-
ture with a goat anti-rabbit IgG HRP secondary antibody (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA), diluted 1:20,000
in TBS-Tween + 5% nonfat dry milk, or a goat anti-mouse 1gG HRP sec-
ondary antibody (Jackson ImmunoResearch Laboratories), diluted
1:20,000 in TBS-Tween + 5% nonfat dry milk, followed by several
washes. Protein expression was revealed using an enhanced chemilumi-
nescence Western blot analysis detection system (Amersham Bio-
sciences, Piscataway, NJ, USA).

Zymography assay

Neutrophils were stimulated as described previously [26] and then centri-
fuged at 13,000 rpm for 10 min at 4°C, and the pellets were discarded. The
supernatants (5 ul corresponding to 50,000 cells) were mixed with a
nonreducing buffer (40% glycerol, Tris-HCI 1 M, pH 6.8, SDS 8%) and
separated on 10% acrylamide gels containing 0.2% gelatin. Gels were
washed twice for 30 min with 2.5% Triton X-100 and incubated over-
night in digestion buffer (Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM,
CaCl, 5 mM). The gels were then stained with Coomassie blue 0.1%
and destained.

Statistical analysis

Experimental data are expressed as means * seM. Repeated measures
ANOVA (Dunnett multicomparison test) were performed using GraphPad
Prism, Version 5.01. Differences were considered statistically significant as
followed: *, P = 0.05; **, P = 0.01; and ***, P =< 0.005, versus buffer or
appropriated diluent. All densitometric analyses were performed with a
Fluor § Multilmager, Quantity One, Version 4.6.6 (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA).

RESULTS

S100A9 up-regulates cell surface expression of
granule markers

S100A9, S100A8, and SI00A12 are highly regulated in in-
flammatory pathologies [8-10, 33-36]. We and others [12,
13, 30] have demonstrated major roles for these proteins in
neutrophil adhesion, migration, and chemotaxis. In addi-
tion, recent data from our laboratory indicate that S100A9
increases neutrophil migration across endothelial cells in
response to I1-8. As neutrophil migration is associated with
degranulation, these results suggested a potential role for
§100A9 in inducing the release of soluble factors by neutro-
phils. Secretion of proteins by neutrophils often requires
degranulation [18, 37]. We therefore determined whether
S100A9 increased cell surface expression of CD35, CD66b,
and CD63 as markers of secretory, specific/gelatinase, and
azurophilic granules, respectively. Cell surface expression
was monitored by flow cytometry. As shown in Figure 1,
S100A9 induced cell surface expression of CD35 and CD66b
but not CD63. In contrast, fMLP induced CD35, CD66b,
and CD63 expression significantly (the latter, after 5 min of
stimulation). S100A9 induced CD35 up-regulation at con-
centrations as low as 1 ug/ml (data not shown). However,
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maxinal up-regulation was observed at concentrations of
10-40 pg/ml, similar to those observed in rheumatoid or
gout synovial fluids [38]. rS100A8 and rS100A12 (purified
using the same method) have no effect, thereby demonstrat-
ing that the activity of SI00A9 was not a result of a contami-
nation of the protein preparation (Fig. 1C).

We next investigated the possibility that SI00A9 induced
transicnt expression of CD63 by performing time-course ex-
periments. Maximal response to S100A9 stimulation was ob-
served at 30 min for CD35 (Fig. 2A) and 60 min for CD66b
(Fig. 2B). Again, no effect on cell surface expression of
CD63 was observed following stimulation with S100A9 (Fig.
2C), even after 2 h of stimulation (data not shown). In con-
trast, fMLP induced rapid and transient expression of
CD63. These experiments suggested that S100A9 induces
the release of secretory and specific or gelatinase granules.

S100A9 induces the release of gelatinase B

Gelatinase B (MMP-9) is a main component of specific and
gelatinase granules known to be actively involved in leuko-
cyte migration and tissue remodeling [39~41]. As we dem-
onstrated that S100A9 increased cell surface expression of
CD66b (contained in gelatinase granules), we next investi-
gated whether S100A9 could induce the release and activa-
tion of MMP-9 by zymography. As illustrated in Figure 3,
S100A9 induced the release of enzymatically active MMP-9.
Although this secretion was delayed compared with TNF-a
(detected after 30 min instead of 15 min), it closely corre-
lated with the kinetics of CD66b surface expression. Inter-
estingly, the intensity of the response was similar for S100A9
and TNF-a. As expected, S100A8 and S100A12 did not in-
duce the release and activation of MMP-9 as assessed by zy-
mography (Fig. 3C).

S100A9 induces neutrophil degranulation by a MAPK-
dependent mechanism

MAPKSs are known to be actively involved in the inflammatory
process and to participate in many neutrophil functions, in-
cluding cell adhesion, chemotaxis, apoptosis, production of
cytokines and chemokines, and degranulation [42-47]. We
thus investigated the activation of p38, Erk-1/2, and JNK
MAPKs in S100A9-induced neutrophils by examining phos-
phorylation of these signaling molecules. As illustrated in
Figure 4, S100A9 induced the phosphorylation of the three
MAPKs. This phosphorylation was reversed by pretreatment
with the MAPK inhibitors SB203580 (p38 inhibitor, Fig. 4A),
PD98059 (MEK-Erkl/2 inhibitor, Fig. 4B), and JNKII (JNK
inhibitor, Fig. 4C).

Knowing that S100A9 induced degranulation and MAPK
activation, we next examined the involvement of MAPKs in
S5100A9-induced degranulation. Cells were preincubated in
the presence or absence of MAPK inhibitors for 30 min and
then stimulated with or without S100A9. Only cell surface
expression of CD35 and CD66b was studied, as we demon-
strated previously, CD63 is not modulated by S100A9 (Fig.
2C). The MEK/Erk-1/2 PD98059 and U0126 inhibitors have
no effect on the ability of S100A9 to induce cell surface ex-
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Figure 1. 5100A9 induces degranulation of specific/gelatinase and secretory but not azurophilic granules in human neutrophils. (A) Release of
subset types of granules was tested by flow cytometry following cell surface expression of CD35, CD66b, and CD63, as described in Materials and
Methods. Cells were incubated in the presence of HBSS (control), 40 pug/mL S100A9 (A9) for 30 min, or fMLP (10~® M) for 5 min. Legend is as
follow: Isotypic antibody (solid), control (dotted), S100A9 (open), and fMLP (gray). Results are from one representative experiment of three oth-
ers. FLI-H, Fluorescence 1-height. (B) Data represent the mean * skM of at least three experiments done on cells from different donors. (C)
S$100A8 and 5100A12 did not induce cell surface expression of CD35, CD66b, and CD63, as assessed by flow cytometry. Results are from one rep-

resentative experiment of three others. Iso, Isotype.

pression of both markers (Fig. 5). In conurast, the p38
(5§B203580) and JNK (JNKII) inhibitors significantly inhib-
ited the S100A9-induced expression of CD35 and CD66b by
~80%, indicating an important role for these kinases in
S§100A9-induced neutrophil degranulation. p38 MAPK inhib-
itor 111 was also tested in parallel with SB203580. Both in-
hibitors blocked equally the effect of S100A9 on CD35 and
CD66b expression (data not shown). In addition, using
BAPTA and EGTA, we have determined the role of intracel-
lular and extracellular calcium in S100A9-induced CD35
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and CD66b cell surface expression and found that only in-
tracellular calcium is involved (Fig. 5, C and D).

$100A9 induces the release of albumin and MMP-9
(gelatinase B)

To support these findings further, the release of albumin and
MMP-9 in S100A9-induced supernatants was investigated next,
as representative proteins contained in secretory (CD35) and
specific and gelatinase (CD66b) granules, respectively [18, 37].
As shown in Figure 6, supernatant of neutrophils stimulated
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Figure 2. Occurence of different granule markers of human neutro-
phils. Neutrophils were stimulated with 40 ug/mL S100A9 and were
then tested at various times for cell surface expression of (A) CD35,
(B) CD66b, and (C) CD63. MFI of cells was quantified by flow cytem-
etry. Data represent the mean * skm of at least three different experi-
ments.

with S100A9 contained elevated levels of albumin and MMP-9,
as assessed by immunoblotting. As expected, inhibition of Erk-
1/2 with PD98059 had no effect on the secretion of these pro-
teins by S100A9-stimulated neutrophils. In contrast, pretreat-
ment with p38 and JNK inhibitors markedly decreased the
level of protein expression of albumin and MMP-9 (Fig. 6).
Treatment with the JNKII inhibitor alone was found to in-
crease the basal level of MMP-9, an observation reported previ-
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ously [26]. Taken together, these results demonstrate that
S100A9 induces the release of two granule proteins in the ex-
ternal milieu via p38 and JNK activation, corroborating the
observed, increased cell surface expression of CD35 and
CD66b (Fig. 5).

DISCUSSION

In this study, S100A9, but not S100A8 or S100A12, was found
to induce degranulation in human neutrophils. This was dem-
onstrated by the fact that S100A9 increased the cell surface
expression of CD35 and CD66b, two markers of secretory and
specific/gelatinase granules, respectively. Also, the expression
of albumin and MMP-9, known to be localized in secretory
and specific/gelatinase granules, was increased in the superna-
tant of S100A%-induced neutrophils. Moreover, zymography
experiments clearly indicated that MMP-9 preserved its enzy-
matic activity. In addition to the identification of this novel
property for SI00A9 in general neutrophil cell physiology, we
provide the first evidence that this occurs by a MAPK-depen-
dent mechanism.

Over the years, several studies showed potent proinflamma-
tory roles for MRPs. For example, S100A8, S100A9, and
S100A12 were shown to be chemotactic for neutrophils and to
induce their release from the bone marrow [12, 13, 30]. New-
ton and Hogg [14] also demonstrated the activation of the B2
integrin Mac-1 (CD18) after exposure to S100A9, suggesting a
role for this protein in neutrophil adhesion and migration. In
that study, SI00A8 negatively regulated S100A9 activity on neu-
trophil adhesion to fibrinogen, showing an anti-inflammatory
role of S100A8 [14]. Similarly, murine S100A8, also known as
CP-10, although chemotactic for neutrophils, exhibits anti-in-
flammatory properties when oxidized [48]. In addition, recent
results demonstrated that S100A9, but not S100A8 or S100A12,
stimulates neutrophil adhesion to [ribonectin and vitronectin
[49]. S100A12, on the other hand, induces IL-2 and TNF-«
secretion from macrophages and lymphocytes [50]. Taken to-
gether, these data suggest that S100A8, S100A9, and S100A12
are proinflamamtory cytokines with multiple activities on cells
of innate and adaptive immunity. However, their respective
functions still need further analysis. Of interest, in in vivo ex-
periments, SI00A8 homodimers, S100A9 homodimers, and
S100A8/A9 heterodimers are routinely found to be released
separately [11, 13]. Interestingly, we find consistently that
S100A9 is a more potent activator of neutrophils than S100A8
or S100A8/A9. This fact is corroborated by a study from
Nancy Hogg and R. A. Newton [14] reporting that S100A8
negatively regulates S100A9 activity by forming the het-
erodimer S100A8/A9.

In this study, we demonstrate that S100A9, but not S100A8
or S100A12, induces neutrophil degranulation. During inflam-
mation, neutrophils leave the blood to migrate to the tissue,
where they phagocyte microbial invaders and release reactive
oxygen species, antimicrobial peptides, and enzymes. During
their migration, neutrophils encounter various cytokines that
will cause the release of their granules [37]. Neutrophil de-
granulation is indeed important for the release of tissue-de-
grading enzymes such as elastase and gelatinase, which will
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ease the migration of leukocytes across the endothelium and
into the surrounding tissue. Neutrophils possess various kinds
of granules released sequentially during inflammation [18].
We demonstrated that stimulation with S100A9 induces the
release of secretory vesicles and specific/ gelatinase granules.
Secretory vesicles represent the main reservoir of multiple cell
surface receptors including B2-integrin Mac-1, CR1, fMLP re-
ceptor, and the LPS/lipoteichoic acid receptor (CD14), to
name a few [24, 25, 51, 52]. These endocytic vesicles are mobi-
lized in response to various stimuli at the carliest phase of the
inflammatory response [23, 27]. By stimulating the release of
secretory vesicles, SI00A9 increases cell surface expression of
the B2-integrin Mac-1, thus leading to enhanced adhesion to
the endothelium. These results corroborate previous data ob-
tained by our laboratory and others, demonstrating in-
creased adhesion of neutrophils following stimulation with

S100A9 [12-14]. Increasing levels of CRs on cell surface fol-
lowing stimulation with S100A9 also suggest that it could
assist neutrophil phagocytosis, another important function
of neutrophils for the control of infections [53]. However,
the role of $100A9 in neutrophil phagocytosis remains to be
properly elucidated.

By inducing the release of specific/gelatinase granules,
S100A9 also promotes the secretion of enzymes playing an im-
portant role in tissue remodeling, destruction of cartilage, and
leukocyte transmigration. For instance, gelatinase causes degra-
dation of extracellular matrix by cleaving collagen, elastin, fi-
bronectin, and laminin, to name a few [54]. Increased expres-
sions of MMPs have been documented in fibroses and pulmo-
nary diseases, conditions often associated with the presence of
$100 proteins [10, 33, 35, 39, 55-57]. MMPs also need to be
activated to fulfill their functions [41]. Our results show that
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Figure 4. S100A9 induces the phosphorylation and activation of MAPKs. Phosphorylation of p38 (P-p38; A), ERK1/2 (P-ERK1/2; B), and JNK (P-
JNK2; C) was assessed by immunoblotting using a specific antibody as described in Materials and Methods. Cells (1X10% were incubated with 40
pg/mL S100A9 for 30 min or 1 min with 65 ng/mL GM-CSF. For some samples, a 30-min pretreatment with specific inhibitors of the MAPK
(SB203580 10 uM, PD98059 10 uM, or JNKII 10 uM) was performed. Shown here is one representative experiment out of three. Densitometric

analyses were performed on all three experiments.
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S$100A9 induces not only the release of MMP-9 but also its acti-
vation (based on the zymography experiments). S100A8/A9
was shown recently to play an active role in the destruction of
cartilage by increasing metalloproteinases [15, 16]. Further-
more, Viemann et al. [568] suggested that S100A8/A9 could
induce the degradation of endothelial cell tight junctions,
thereby increasing monocyte migration through the endothe-
lium. Results presented here concur with these studies and
give a better view about the mechanism of action of S100A9.
Indeed, induction of degranulation through S100A9 stimula-
tion could likely lead to erosion of cartilage and synovium.
This hints that S100A9 could represent an interesting drug
target for the control of inflammation in autoimmune dis-
cases.

Azurophilic granules contain high amounts of microbicidal
proteins such as defensins, presenilin, stomatin, and MPO [59,
60]. Granulophysin (CD63) is a platelet lysosomal membrane
protein, commonly used as a marker of azurophilic granules
[19, 61], which are secreted only following intense stimulation
of neutrophils [27, 28]. In fact, exocytosis of azurophilic gran-
ules after a stimulation with PMA or fMLP (two potent leuko-
cyte activators) is limited in time and only occurs to a minimal
extent [62]. These observations explain the rapid and tran-
sient expression of CD63 at the surface of neutrophils after 5
min of stimulation with fMLP but not S100A9. Calcium mobili-
zation is a crucial secondary signal responsible for granule
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Figure 5. S100A9 induced degranulation by a mechanism involving p38 and
JNK activation and intracellular calcium. Degranulation was determined by flow
cytometry by assessment of granule markers (CD35 and CD66b), panels A and
C and panels B and D, respectively. Cells (10x10%/mL) were pretreated with
inhibitors of MAPKs or calcium chelators for 30 min as described in Materials
and Methods and then stimulated for 30 min (CD35) or 45 min (CDGGb) with
HBSS (control) or 40 pg/mL S100A9. Note that NaOH (0.2%) is the diluent
for EGTA only. Data represent the mean * sem of three different donors,

exocytosis, including azurophilic granules [63]. Interest-
ingly, Sengelov et al. [27] showed that neutrophil degranu-
lation varied according to the nature of the agonist and its
capacity to induce a calcium burst. In the present study,
stimulation with S100A9 was not potent enough to induce
the release of azurophilic granules. This is in agreement
with the weak calcium mobilization induced by S100A9 in
neutrophils [11]. Of note, S100A9-induced secretory and
specific/gelatinase granule release was inhibited by the in-
tracellular calcium chelator BAPTA but not by the extracel-
lular EGTA chelator (Fig. 5).

Increasing evidence suggests that cells release intracellular
proteins to alert the innate and adaptive immune systems.
These intracellular proteins, termed alarmins or DAMPs, are
released upon cell necrosis or following cellular activation.
They are presumed to play an important role in infection and
autoinflammatory diseases. IL-1, HMGBL1, and heat shock pro-
teins are good examples of DAMPs. Several observations sup-
port S100A8, SI00A9, and S100A12 as DAMPs. For example,
although MRPs are cytoplasmic proteins, their presence in
high concentrations in inflammatory pathologies has been
noted. S100A8/A9 is found on the endothelium near sites of
extravasations, in the serum and synovial fluids of rheumatoid
arthritis patients [9, 38], as well as in the feces and serum of
patients with inflammatory bowel disease. However, the mech-
anism of secretion of $100A8/A9 remains unclear. SI00A8/A9
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Figure 6. S100A9 induces the release of albumin, gelatinase (MMP-9),
but not MPO by a p38/JNK-dependent mechanism. Degranulation was
confirmed by assessment of secretory (albumin), azurophilic (MPO),
and specific/gelatinase (MMP-9) markers in the medium. Cells
(10x10%/mL) were pretreated with inhibitors of MAPKs for 30 min as
described in Materials and Methods and then stimulated for 45 min
with HBSS (control), 40 ug/mL SI100A9, or fMLP (1X10~° M), and
supernatant was used for immunoblotting experiments. Shown here is
one representative experiment out of three.

is known to be secreted by neutrophils interacting with endo-
thelial cells and thus, presumed to play a role in leukocyte
migration [64, 65]. In addition, it is secreted by neutrophils
stimulated with monosodium urate crystals and Porphyromo-
nas gingivalis, as well as PMA-stimulated monocytes [66-68].
Although its secretion pathway remains largely unexplored,
it appears to necessitate tubulin polymerization [66]. Ne-
crotic neutrophils have also been shown to release
S100A8/A9 [69]. These modes of release are characteristics
of DAMPs.

Several receptors appear to mediate the effects of DAMPs,
including TLRs, RAGE, and TREM-1 [1, 70]. Interestingly, al-
though the identity of the receptor for S100A9 is open for de-
bate, RAGE and TLRs have been suggested as potential candi-
dates. RAGE has been identified as a receptor for S100A12
[71] but not S100A9 [65]. S100A8/A9 has also been reported
to bind to the scavenger receptor (CD36) on macrophages
[72]. More recently, SI00A8 was shown to be an endogenous
activator of the TLR4 [73]. Interestingly, signal transduction
induced by these receptors, as well as with the DAMP receptor
TREM-1, involves MAPKs [47, 74, 75], which have been linked
to many aspects of the inflammatory response, such as adhe-
sion, chemotaxis, and degranulation [43, 44, 46]. MAPKSs are
also activated by numerous inflammatory cytokines and pep-
tides such as fMLP, platelet factor 4, and TNF-a in human
neutrophils [76~78]. Stimulation with S100A8/A9 has been
linked to activation of NF-kB and MAPK in cancer cells [79,
80]. In the present study, we demonstrate activation of p38,
ERK1/2, and JNK2 in human neutrophils in response to
S100A9. In addition, we show the involvement of p38 and JNK,
but not ERK1/2, in neutrophil degranulation induced by
S100A9, further supporting the involvement of S100A9 as a
DAMP. Despite the fact that we showed an important role of
p38 and JNK in neutrophil S100A%induced degranulation,
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activation of ERK1/2 suggests an involvement of this kinase in
other neutrophil functions.

In conclusion, we propose that S100A9, present at the in-
flammatory site, activates neutrophil degranulation, leading to
the release of tissue-degrading enzymes and the up-regulation
of several cell surface receptors. S100A9 would thus enhance
neutrophil function during infections and could contribute to
amplify the tissue destruction associated with neutrophil activa-
tion in several autoimmune diseases.
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Discussion et conclusion

Dans cette étude, nous avons observé que la protéine S100A9 induit la
dégranulation du neutrophile humain. Ce résultat a ét€ démontré par le fait que
cette protéine induit une augmentation du niveau d’expression du CD35 et du
CD66b, des marqueurs des vésicules sécrétoires et des granules
spécifiques/gélatinases, respectivement. Par contre, SI00A9 n’a eu aucun effet sur
I’expression du marqueur de granules azurophiliques, le CD63. De plus, les
protéines S100A8 et S1I00A12 n’ont induit aucune variation dans 1’expression de
I’un ou I’autre de ces marqueurs, démontrant une activité spécifique de la protéine
S100A9. Dans un deuxieéme temps, nous avons démontré que I’albumine et la
MMP-9, deux protéines localisées dans les vésicules sécrétoires et dans les
granules spécifiques/gélatinases, respectivement, se retrouvent dans le surnageant
de neutrophiles stimulés avec S100A9. II s’avere également que la MMP-9
conserve son activité€ enzymatique. Enfin, S100A9 active les MAPK p38, ERK1/2
et JNK. De plus, la dégranulation induite par S100A9 dépend de I’activation de
p38 et de JNK, mais pas de ERK1/2. Ces études suggerent un nouveau réle pour

S100A9 dans la physiologie des neutrophiles humains.

Pendant quelques années, les protéines S100A8, S100A8/A9, S100A9 et
S100A12 ont longtemps €t€ considérées comme des marqueurs de I’inflammation
plutdt que des protéines ayant des roles clés a jouer dans ce processus. Au fil des
ans, plusieurs €tudes ont démontré I’'importance de ces proté€ines dans les
processus pro-inflammatoires notamment au niveau de plusieurs fonctions des
neutrophiles. En effet, les protéines S100A8, S100A9 et S100A12 sont
chimiotactiques pour les neutrophiles en plus d’induire leur libération de la
moelle osseuse (Rouleau, Vandal et al., 2003; Ryckman, Vandal et al., 2003;
Vandal, Rouleau et al., 2003). De facon similaire, la protéine S100A8 murine est
également chimiotactique pour les neutrophiles (Harrison, Raftery et al., 1999).
Dans la présente étude, nous démontrons un rdle important de la protéine S100A9

sur la dégranulation du neutrophile humain. SIO0A9 a induit I’exocytose des

60



vésicules sécrétoires, un réservoir de récepteurs nécessaires aux phases précoces
de la réponse inflammatoire du neutrophile. En effet, ces vésicules contiennent
des molécules favorisant I’adhésion cellulaire comme les B2-intégrines
CD11b/CD18 qui sont exprimées a la surface de la cellule 2 la suite d’une
stimulation avec S100A9 (Ryckman, Vandal et al., 2003). Nos résultats suggerent
fortement que le phénomene de dégranulation induit par S100A9 soit responsable
de ’augmentation de I’expression de ces B2-intégrines due 2 la présence de ces
molécules d’adhésion au niveau des granules. En plus d’augmenter I’adhésion des
neutrophiles sur une matrice de fibronectine et de vitronectine (Anceriz, Vandal et
al., 2007), S100A9 augmente également la transmigration des neutrophiles en
activant les B2-intégrines (Newton et Hogg, 1998; Vandal, Rouleau et al., 2003).
De plus, I’addition d’anticorps neutralisant anti-S100A9 et anti-S100A8/A9 a
réduit la migration des monocytes 2 travers une barriére endothéliale in vitro
(Eue, Pietz et al., 2000), suggérant un rdle clé de ces protéines dans la migration

de ce type cellulaire.

Les neutrophiles possédent une trés courte durée de vie. Pendant les 24 3 48
heures de vie, les neutrophiles sont recrutés dans les tissus ot ils phagocytent et
détruisent les micro-organismes pathogénes, via une production de ROS et la
libération de composants cytotoxiques, avant de mourir par apoptose et étre
phagocytés par les macrophages (Savill, Henson et al., 1989; Savill, Wyllie et al.,
1989). La dégranulation du neutrophile est une fonction importante pour la
libération d’enzymes au pouvoir dégradant comme la gélatinase et I’élastase, qui
facilitent la migration des leucocytes a travers la barriere endothéliale et les tissus
environnants. De plus, cette fonction leur permet d’acquérir des molécules et des
récepteurs permettant une migration plus efficace, comme I’acquisition de B2-
intégrines. Compte tenu de I'importance des B2-intégrines et de la dégranulation
dans la migration des phagocytes, nos résultats corroborent les études précédentes
suggérant une implication majeure de la protéine S100A9 dans la migration des
phagocytes et permettent de comprendre les mécanismes d’action des protéines

S100 (Newton et Hogg, 1998; Rouleau, Vandal et al., 2003; Ryckman, Vandal et
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al., 2003; Vandal, Rouleau et al., 2003). Néanmoins, le role exact de S100AS8 et

S100A9 dans la migration des phagocytes reste encore a étre élucidé.

Nos résultats montrent que S100A9 induit une augmentation de la libération de la
MMP-9 enzymatiquement active. La MMP-9 ayant comme cible les protéines de
la matrice extracellulaire, ce résultat suggére que la modulation des niveaux de
MMP par S100A9 contribue aux effets de cette protéine observés sur la
transmigration des neutrophiles et des monocytes. De surcroit, il est connu que les
MMP ont des r6les importants a jouer dans le remodelage et la guérison des tissus
(Sternlicht et Werb, 2001; Atkinson et Senior, 2003; O'Reilly, Gaggar et al.,
2008). Par ailleurs, il est également documenté que ces protéines contribuent 2 la
pathogénese de Iarthrite ou elles favorisent les dommages articulaires et
Iinfiltration des cartilages par les fibroblastes synoviaux (Jain, Miller et al.,
2009). De plus, on observe une réduction de la destruction des cartilages dans le
modele murin d’arthrite induit avec un antigéne chez les souris SI00A9 knock-
out. Ces souris ont également une teneur beaucoup plus faible en MMP-3, MMP-
9 et MMP-13 (van Lent, Grevers et al., 2008), corroborant le role de S100A9 dans
la libération de MMP. Quoique nous n’ayons pas démontré qu’il y avait libération
des autres MMP, la libération de MMP-9 suggere que d’autres MMP pourrait étre
sécrétées dans le milieu extracellulaire. Par contre, d’autres équipes ont montré
que les protéines S100 peuvent inactiver les MMP en chélatant les ions Zn>* du

site actif de I’enzyme (Goyette, Yan et al., 2009).

Le r6le des protéines S100 dans la migration des phagocytes suggérent fortement
que la libération de ces protéines lors du processus inflammatoire soit bénéfique
pour I’organisme a court terme, soit lors de la réponse inflammatoire aigiie. En
effet, plusieurs indices récents suggerent que les cellules libérent les MRP afin
d’alerter le systtme immunitaire inné et adaptatif. Les MRP et d’autres protéines
intracellulaires ayant des activités «cytokine-like» sont appelées alarmines ou
DAMP (Srikrishna et Freeze, 2009) et ont possiblement un réle a jouer dans le
contr6le des infections. Plusieurs indices permettent de classer les MRP dans cette

catégorie avec I'IL-1B et "HMGB-1. Par exemple, on les retrouve dans le cytosol
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des neutrophiles et des monocytes/macrophages. De plus, elles ne possédent pas
de peptide signal responsable de la sécrétion via la voie classique du Golgi
(Rammes, Roth et al., 1997) et on les retrouve a des concentrations trés élevées
dans les pathologies inflammatoires (Foell et Roth, 2004). Nos résultats

corroborent les études antérieures classifiant les MRP dans la famille des DAMP.

Par contre, comme nous I’avons mentionné précédemment, certaines études
mentionnent également que les protéines S100 joueraient un réle de premier plan
dans la pathogénése des maladies inflammatoires chroniques, suggérant un réle
néfaste de ces protéines lors d’inflammation chronique. En effet, le syst¢éme
immunitaire s’avére étre constamment stimulé par la libération de cytokines pro-
inflammatoires, I’accumulation de MRP ou par la présence de complexes immuns
par exemple. Le r6le exact de ces protéines, a savoir si elles sont responsables des

premieres €tapes de I’inflammation chronique, restent encore a étre approfondi.

Comme nous I’avons mentionné précédemment, plusieurs récepteurs sont
contenus au niveau des granules du neutrophile. Par exemple, le récepteur du
fMLP, les récepteurs du complément ou le FcR CD16 se situent dans les vésicules
sécrétoires (Borregaard, Sorensen et al., 2007). Une augmentation des niveaux
d’expression de ces récepteurs nécessaires a la reconnaissance de micro-
organismes opsonisés ou non suggere que S100A9 pourrait également moduler la
phagocytose des neutrophiles d’autant plus qu’il a €t€ démontré a plusieurs
reprises que les B2-intégrines participent activement a la phagocytose dépendante
des FcR et des CR (Brown, Bohnsack et al., 1988; Graham, Gresham et al., 1989;
Rosales et Brown, 1991; van Spriel, Leusen et al., 2001), une autre fonction
importante des neutrophiles pour le contrdle des infections. L’activation des
MAPK par S100A9 et particulierement de ERK1/2 supporte I’idée que S100A9
puisse moduler la phagocytose €tant donné I’implication de cette voie dans le
processus phagocytaire (Garcia-Garcia et Rosales, 2002) (Garcia-Garcia, Rosales
et al., 2002) (Coxon, Rane et al., 2000). Toutefois, I’implication de S1I00A9 dans

la phagocytose et I’activation des MAPK par cette protéine demeure toutefois a

étre confirmées.
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La littérature rapporte, a plusieurs niveaux, des roles parfois contradictoires pour
les MRP. Par exemple, il a été rapporté dans un premier temps que S100A9 active
les PB2-intégrines CD11b/CD18 sans toutefois affecter 1’expression de cette
intégrine ou de CD62L (Newton et Hogg, 1998). 1l avait alors été suggéré que la
protéine S100A8 agirait en tant que régulateur de la fonction de S100A9. On a par
la suite rapporté que S100A8, S100A8/A9 et S100A9 augmentaient les niveaux
d’expression de CD11b/CD18 et de CD62L en plus d’agir comme chimio-
attractant des neutrophiles humains (Ryckman, Vandal et al., 2003). 1l est
important de mentionner que les protéines S100 sont sensibles a leur
environnement et donc susceptibles d’étre modifiées par la suite de fagon post-
traductionnelle par phosphorylation, méthylation, acétylation et oxydation
(Goyette et Geczy; Lim, Raftery et al.; Lim, Raftery et al., 2009). Cette propriété
des protéines S100 rend leur étude d’autant plus difficile puisque ces
modifications altérent probablement leur capacité a lier les ions divalents,
Iinteraction avec d’autres protéines, la translocation dans des compartiments
cellulaires ainsi que leurs fonctions extracellulaires (Zimmer, Wright Sadosky et
al., 2003; Andrassy, Igwe et al., 2006; Orre, Pernemalm et al., 2007). La protéine
S100A8 semble étre la composante régulatrice du complexe S100A8/A9; une
hypothése qui a été soulevée pour la premiére fois par le groupe de Newton et al.
(Newton et Hogg, 1998). S100A8 serait beaucoup plus sensible a I’oxydation ou &
d’autres modifications expliquant en partie les résultats divergents 2 son sujet
dans la littérature (Lim, Raftery et al., 2009). Ainsi, S100A8, une fois oxydée,
deviendrait anti-inflammatoire. Ces études suggérent donc un réle important des
ROS et des NOS dans la régulation de I’activité de S100A8 sur le recrutement des
leucocytes (Sroussi, Berline et al., 2007). 1l serait donc trés pertinent d’évaluer la
capacit¢ des MRP a induire une production de ROS, ce qui changerait
possiblement leurs fonctions ultérieurement. Des études antérieures suggérent
fortement que S100A9 s’associe 2 la NADPH oxidase via une interaction avec
P’acide arachidonique (Kerkhoff, Sorg et al., 2001) et que cette association active

la NADPH (Kerkhoff, Nacken et al., 2005). Par contre, une étude récente présente

64



des résultats contraires et démontre que S100A8, S100A8/A9 et S100A9 inhibent

le processus oxydatif du neutrophile (Sroussi, Lu et al., 2010).

En conclusion, nous proposons un nouveau rdle pour la protéine S100A9 dans la
physiologie des neutrophiles ainsi que dans son comportement pro-inflammatoire.
Comme S100A9 induit la libération d’enzymes aux pouvoirs dégradant et la
hausse des niveaux d’expression de plusieurs récepteurs, nous suggérons un role
de premier plan pour cette protéine dans le recrutement des cellules immunitaires
aux sites inflammatoires en agissant comme DAMP tout en favorisant la réponse
immunitaire des neutrophiles lors d’infections ou la destruction des tissus lors
d’inflammation chronique. Nos résultats suggerent également 1’implication de

S100A9 dans d’autres fonctions des neutrophiles.
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