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Résumé

S100A8 et S100A9 sont des protéines pro-inflammatoires fortement exprimées par les
neutrophiles, représentant plus de 30% des protéines cytosoliques. Leur présence est associée
au processus inflammatoire aigu et chronique. En effet, on retrouve S100A8 et S100A9 en
réponse a différentes infections bactériennes, fongiques et virales ainsi que dans plusieurs
pathologies inflammatoires chroniques comme l'arthrite rhumatoide ou la maladie de Crohn.
Des études précédentes ont révélé que S100A8 et S100A9 sont de puissants activateurs des
neutrophiles et des monocytes. Dans cette étude, nous avons approfondi nos connaissances
sur le role des protéines S100A8 et S100A9 dans la physiologie des neutrophiles et des
monocytes. Nos résultats démontrent d'abord que S100A9 stimule le processus phagocytaire
des neutrophiles dépendants des récepteurs Fc et des récepteurs du complément par un
mécanisme dépendant des voies signalétiques Syk, Erkl/2 et PI3K/Akt. Nos résultats
démontrent également que S100A9 régule la sécrétion d'interleukine-8 chez les neutrophiles
stimulés avec les agonistes inflammatoires fMLP et GM-CSF par des mécanismes impliquant
les différents facteurs de transcription NF-kB, STAT-3, STAT-5 et CREB-1. Finalement, nos
résultats suggérent que S100A8 et S100A9 sont d'importants régulateurs de la libération de
cytokines inflammatoires par les monocytes. En effet, S100A8 et S100A9 provoquent la
translocation du facteur de transcription NF-kB, régulant plusieurs génes inflammatoires, dont
ceux de l'inflammasome NLRP-3. Mis en commun, les résultats de ces études suggeérent que
S100A8 et S100A9 seraient favorables a l'organisme dans un contexte d'infections a
pathogenes puisqu'elles favoriseraient le recrutement de cellules immunitaires via la sécrétion
d'interleukine-8 par les neutrophiles ainsi que de plusieurs autres chimiokines par les
monocytes. De plus, S100A8 et S100A9 participeraient activement a ['‘élimination de
pathogenes en augmentant la phagocytose des neutrophiles. Dans un contexte d'inflammation
chronique et/ou d'auto-immunité, les concentrations élevées de S100A8 et S100A9 seraient
néfastes pour l'organisme puisqu'elles participeraient a une boucle d'amplification inflammatoire

via la sécrétion de médiateurs inflammatoires.
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Introduction

Les protéines S100A8 et S100A9 sont libérées dans le milieu extracellulaire principalement par
les neutrophiles, les monocytes et les macrophages lors du processus inflammatoire. Elles sont
sécrétées en réponse a divers agents ou libérées lors de la mort cellulaire par nécrose ou
encore lors de la formation de trappes extracellulaires. S100A8 et S100A9 possedent
d’importantes propriétés dans l'inflammation aigué et chronique. Ces protéines jouent un role,
entre autres, dans la chimiotaxie, la dégranulation et la migration des neutrophiles. Par contre,
leur présence est également associée au développement de maladies auto-immunes. On
rapporte des concentrations de protéines S1I00A8 et S100A9 extrémement élevées dans
plusieurs pathologies inflammatoires comme I'arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn ou la
fibrose kystique. De plus, on retrouve des concentrations élevées de calprotectine dans le

sérum de patients atteints de différents désordres auto-inflammatoires.

Le but principal de ce projet de recherche est d’approfondir nos connaissances sur l'effet des
protéines S100A8 et S100A9 dans le processus inflammatoire aigu et chronique. Nous nous
sommes concentrés particulierement sur I'effet de ces protéines sur la production de réactifs
oxygénés, la phagocytose et la libération de cytokines chez les neutrophiles humains. Nous
avons également évalué leurs effets au niveau de la production de cytokines chez les cellules
mononucléées du sang périphériqgue. Ces différentes fonctions effectrices des phagocytes
jouent des rdles cruciaux dans I'élimination de pathogénes. Par contre, dans un contexte
inflammatoire chronique, la production de cytokines inflammatoires participe a I'exacerbation
des pathologies. La présence de ces protéines pourrait s’avérer bénéfique dans l'inflammation

aigué, mais néfaste dans l'inflammation chronique.

Les études précédentes ont attribué des roles bactériostatiques et fongistatiques aux protéines
S100A8 et S100A9. Le présent ouvrage démontre le role actif de la protéine S100A9 dans le
contrOle des infections et I'élimination de bactéries par la modulation du processus phagocytaire
des neutrophiles humains. De plus, nos résultats supportent le réle de S100A8 et S100A9
comme modulateur de la réponse immunitaire via une amplification de la libération de cytokines

et de chimiokines par les phagocytes.

Cette thése revoit d’'abord en détail les différentes étapes du processus inflammatoire aigu et
chronique en préconisant le role du neutrophile. De plus, les inflammasomes et leurs réles dans

la réponse immunitaire sont abordés. Ensuite, le role du facteur de transcription NF-kB dans

X



limmunité est également décrit dans le chapitre quatre puisqu'il tient un réle déterminant dans
limmunité. Enfin, 'état des connaissances sur les protéines S100A8 et S100A9 est détaillé
dans un dernier chapitre synthése. Ces sections de synthése de la littérature sont suivies de
trois articles scientifiques traitant du réle des protéines S100A8 et S100A9 dans la phagocytose
des neutrophiles humains ainsi que dans la production de cytokines et de chimiokines par les
monocytes et les neutrophiles. Finalement, une section discussion et une conclusion générale
permettront de mettre les résultats les plus importants en évidence afin d'en tirer une analyse

globale.



SECTION 1: SYNTHESE



CHAPITRE 1: L’inflammation

La réponse inflammatoire, a laquelle participe activement le neutrophile, représente la premiere
barriere biochimique d’un organisme. Cette réponse agit comme un systeme de défense et
permet, entre autres, I'élimination de pathogenes. Elle consiste en un ensemble complexe de
réponses cellulaires et humorales qui s’orchestrent suivant un traumatisme ou une infection.
L’inflammation est caractérisée par I'apparition de cinq signes: la rougeur, la douleur, la chaleur,
loedéme et la perte de fonctions. Cette réponse biologique vise essentiellement le retour de

’lhoméostasie tissulaire.

L’inflammation est un processus actif qui est déterminant dans I'issue de la réponse immunitaire
spécifigue. De plus, une régulation hautement contrélée des différentes étapes de
linflammation est essentielle au maintien de I'homéostasie. Par contre, la dérégulation de
linflammation meéne, entre autres, a la persistance de [linflammation et méme aux
développements de diverses maladies auto-immunes. La persistance de I'inflammation correle
également avec le développement de différents cancers. Une meilleure compréhension du
processus inflammatoire, en particulier concernant I'étape de la résolution de linflammation,
laisse entrevoir sans doute l'idée de nouveaux traitements dirigés contre certaines maladies
inflammatoires chroniques. Le présent chapitre se veut un portrait actuel et détaillé des

différentes étapes du processus inflammatoire.

1.1 L’inflammation aigué

La réponse inflammatoire aigué est définie comme une série de réponses cellulaires et
tissulaires qui surviennent durant les premieres heures suivant une infection ou une blessure.
Lors d’'une infection bactérienne, par exemple, la réponse inflammatoire aigué est exacerbée
durant les premiéres heures voire les premiers jours, ce qui permet un recrutement accru de
leucocytes. Cette réponse diminue ensuite graduellement aprés I'élimination du pathogéne en
cause. Evidemment, la résolution de linflammation aigué nécessite I'élimination compléte du

pathogeéne ainsi que la clairance des débris cellulaires.



La réponse inflammatoire aigué est déclenchée par la présence de pathogene ou par des
dommages tissulaires. Lors d’une infection par un pathogene, il y a reconnaissance de motifs
moléculaires des pathogénes par des récepteurs cellulaires, comme les récepteurs Toll-Like
(TLR), les récepteurs RIG-1-Like (RLR) et les récepteurs Nod-Like (NLR) par exemple. La
reconnaissance se fait généralement par les cellules résidentes des tissus comme les
macrophages ou les mastocytes, qui entament la réponse inflammatoire aigué. L'initiation de la
réponse inflammatoire passe par la libération de médiateurs solubles incluant les cytokines et
les chimiokines. Plusieurs changements se produisent alors au niveau des tissus et au niveau
du systeme vasculaire. Ces différents changements caractérisent la réponse inflammatoire

aigue.

1.1.1 Caractéristiques de la réponse inflammatoire aigué

Un des premiers changements a étre entamé est I'activation des cellules endothéliales.
L’activation de ces cellules induit, entre autres, 'augmentation de I'expression des molécules
d’adhésion qui permettra 'adhésion des leucocytes. On parle notamment des E-sélectines, P-
sélectines ou de ICAM-1. L’augmentation de I'expression des molécules d’adhésion est
accompagnée de la production de cytokines et chimiokines inflammatoires qui sont destinées
principalement a la chimiotaxie des neutrophiles. On rapporte également une activation des
cellules endothéliales et des macrophages tissulaires ainsi qu’'une adhésion et un recrutement
des leucocytes. Les cellules endothéliales subissent également des réarrangements importants
au niveau de leur structure en permettant 'ouverture des jonctions serrées. Cette ouverture
permet la sortie des fluides et des protéines des compartiments extravasculaires adjacents. Ce
phénoméne, que I'on appelle cedéme, est une des caractéristiques principales du processus
inflammatoire aigu. Dans certains cas extrémes, I'oedéme peut parfois entrainer une perte de
fonctions temporaires d’'un organe. Par exemple, 'cedéme peut étre si important lors de
certaines pneumonies bactériennes qu’il compromet sérieusement I'échange d’air au niveau
des alvéoles entrainant un état d’hypoxie grave dans l'organisme. Plusieurs agents sont
responsables de l'ouverture des jonctions serrées. On parle notamment de I'histamine, des
bradykinines et de certains constituants du complément comme le C3a et le C5a qui agissent

comme activateurs des mastocytes (Serhan et al., 2010b).



L’hémorragie, que l'on définit comme la présence de globules rouges au niveau des
compartiments extravasculaires, est un autre événement caractéristigue de la réponse
inflammatoire aigué. La présence d'une hémorragie implique nécessairement un dommage
sévére a l'endothélium vasculaire puisque les globules rouges sont transportés de facon
passive vers I'espace extravasculaire. Plusieurs facteurs, comme certains produits bactériens
ou la présence de facteurs oxydants provenant des phagocytes sont également responsables
de la perte de lintégrité de I'endothélium, engendrant ainsi la fuite de globules rouges vers les

tissus périphériques.

Le facteur activateur de plaquettes (PAF), un médiateur soluble sécrété par les mastocytes
activés, est I'un des principaux facteurs sécrétés lors de ce processus et est responsable de
l'activation et l'agrégation des plaquettes. L’activation des plaquettes est associée a la
conversion de la pro-thrombine en thrombine. La thrombine, quant a elle, permet la conversion
du fibrinogéne en fibrine. Cette étape a pour conséquence d’induire I'agrégation des plaquettes
en association avec les cellules endothéliales, ce qui provoque une réduction des fuites de
protéines et de liquides plasmatiques.

Finalement, l'adhésion sur l'endothélium et le recrutement des neutrophiles est une
caractéristique typique de l'inflammation aigué. Normalement, les leucocytes circulent au centre
des vaisseaux sanguins et n’interagissent que trés peu avec I'endothélium. L’augmentation de
I'expression des molécules d’adhésion a la surface laminaire des cellules endothéliales permet
une interaction plus étroite entre ces dernieres et les neutrophiles. Le roulement des
neutrophiles, défini par les interactions faibles et intermittentes entre les neutrophiles et les
cellules endothéliales, sera décrit plus en détail dans le sous-chapitre sur le neutrophile.
L’adhésion ferme des neutrophiles sur 'endothélium est I'étape suivante dans le recrutement
des neutrophiles au niveau du tissu inflammé. Cette étape critique sera ensuite suivie de la
diapédése, soit le phénomeéne de passage des leucocytes de la circulation vers les tissus
(Serhan et al., 2010b).

1.1.2 Fonctions principales de 'inflammation aigué

A la suite de la migration des neutrophiles au site inflammatoire, ces cellules sont activées
directement par la reconnaissance de pathogénes ou indirectement par les médiateurs

solubles. Les neutrophiles tentent alors d’éliminer les pathogénes par différents moyens comme
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la libération d’enzymes protéolytiques et bactéricides ou encore par la production de réactifs
oxygénés (ROS). Ces fonctions du neutrophile seront discutées plus en détail dans le prochain
chapitre. Par conséquent, une réponse inflammatoire aigué résulte généralement en
I'élimination de I'agent infectieux puis en une phase de guérison et de réparation des tissus, une
étape contrblée principalement par les macrophages tissulaires (Serhan et al.,, 2005).
L’inflammation aigué, constituée de trois phases, soit 'amorce, 'amplification et la résolution de
inflammation, est un processus régulé par une variété de facteurs qui seront traités dans les

prochaines sections.

1.2 L’inflammation chronique

Le type d’inflammation se définit selon la nature des cellules inflammatoires présentes dans le
tissu inflammé. Contrairement a ce que I'on pourrait croire, I'inflammation chronique n’est pas
exclusivement le reflet de la durée de l'inflammation, mais plutét de la présence de cellules
mononuclées comme les macrophages et les lymphocytes. Il arrive parfois que I'h6te ne soit

pas en mesure d’éliminer le pathogéne.

La réponse inflammatoire aigué persiste alors et acquiert de nouvelles caractéristiques. Ainsi,
une inflammation aigué prolongée mene généralement au développement de l'inflammation
chronique, caractérisée par le recrutement de cellules mononuclées comme les macrophages

et les lymphocytes. (Medzhitov, 2008).

La persistance d’'un pathogéne est une cause importante de linflammation chronique, bien
gu’elle ne soit pas la seule et unique cause. Il arrive parfois que linflammation chronique
persiste durant plusieurs semaines, mois ou voire méme années sans qu’il y ait présence
d’antigenes étrangers. Dans ce contexte, les causes exactes de l'inflammation chronique sont
plutét obscures. Quoi qu’il en soit, on sait que ce type d’inflammation est inévitablement
déclenché par une réponse vasculaire, comme la présence de molécules d’adhésion a la
surface des cellules endothéliales. Cette réponse vasculaire induit 'adhésion de lymphocytes et
de monocytes. Tout comme dans linflammation aigué, les leucocytes, adhérant a la paroi
endothéliale, sont activés par divers facteurs engendrant leur migration vers les tissus. La
présence de molécules d’adhésion spécifiques a certains leucocytes détermine les types
cellulaires qui migreront vers les compartiments extravasculaires. De plus, l'activation des

fibroblastes est un facteur déterminant dans la progression et la persistance de I'inflammation
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chronique puisque ce type cellulaire est responsable de la production de liaisons entre les fibres
de collagéne et les Iésions collagéneuses. Dans l'arthrite et autres maladies auto-immunes, les
plasmocytes sont responsables de la production d’anticorps résultant en une accumulation de
complexes immuns au niveau des liquides synoviaux. L’inflammation chronique est souvent le
résultat de la stimulation constante des cellules immunitaires innées et acquises contre des
antigénes du soi. C’est le cas notamment de I'arthrite rhumatoide. Cet état inflammatoire
chronique provoque également la formation de granulomes et de tissus lymphoides tertiaires
(Drayton et al., 2006).

Comme il a été mentionné précédemment, linflammation aigué progresse parfois vers
linflammation chronique. Par contre, les signes cliniques de linflammation aigué&, comme
'accumulation de neutrophiles, peuvent se manifester dans les cas d’inflammation chronique.
En effet, les inflammations aigué et chronique coexistent pendant de longues périodes
impliquant un recommencement continuel de recrutement et d’activation des neutrophiles. On
retrouve des épisodes inflammatoires aigus dans les maladies inflammatoires chroniques
comme larthrite rhumatoide, I'asthme, les maladies pulmonaires obstructives chroniques
(MPOC), la sclérose en plaques, la maladie de Crohn, la colite ulcéreuse ainsi que certains
types de cancers. Dans [larthrite rhumatoide, on observe une infiliration massive de
macrophages et de lymphocytes ainsi qu'une activation de synoviocytes. Par contre, une
énorme quantité de neutrophiles s’accumule également au niveau de ces tissus. En effet, plus
d'un milliard de neutrophiles envahissent les articulations de patients arthritiques avec une
demi-vie extrémement réduite, soit d’environ quatre heures (Hollingsworth et al., 1967). La
persistance et I'accumulation de cellules immunitaires provoquent une production constante
d’auto-anticorps ainsi que la formation de complexes immuns. La présence de neutrophiles
dans ce contexte d’'inflammation chronique permet sans doute 'activation des neutrophiles via
la reconnaissance des anticorps, générant ainsi une quantité importante de ROS et d’enzymes
protéolytiques, ce qui est dommageable pour le tissu (Han et al., 2005). En effet, les protéines
et les réactifs oxygénés antimicrobiens ne font pas de discrimination entre les pathogénes et les

cellules de I'héte provoquant inévitablement des dommages importants (Nathan, 2002).



1.3 Larégulation de I'inflammation

La réponse inflammatoire aigué se veut d’abord une réponse rapide contre les envahisseurs. Le
but de ce processus étant évidemment le retour a 'homéostasie. Dans certains cas, la
persistance du pathogéne peut engendrer une réponse inflammatoire aigué excessive et
persistante qui ménera ultimement a d’importants dommages cellulaires et tissulaires. Ce
potentiel destructeur de notre propre systéme immunitaire fait ressortir I'importance d’une
régulation adéquate du processus inflammatoire. La réponse inflammatoire aigué est donc
sujette & une régulation serrée, permettant de contenir les cascades inflammatoires, avant
gu’elle ne méne a des dommages trop importants. Les prochaines lignes dressent un portrait
des différents agents inducteurs et régulateurs des processus inflammatoires aigus et

chroniques.

1.3.1 Les inducteurs de 'inflammation

On retrouve deux types d’agents inducteurs de linflammation: les agents exogénes et les
agents endogénes. Chez les agents exogenes, on retrouve les agents microbiens et les agents
non microbiens. Les agents microbiens comprennent, entre autres, les Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMP), qui sont des motifs moléculaires conservés au cours de I'évolution
chez les différents micro-organismes (Medzhitov et al., 1997), ainsi que les facteurs de
virulence. Contrairement aux PAMP qui sont reconnus par des récepteurs spécifiques comme
les TLR, les RLR ou les NLR, les facteurs de virulence induisent l'inflammation par le biais de
leur activité biologique sur I'héte. Par exemple, les toxines de certaines souches bactériennes
Gram + induisent la formation de pores dans la cellule. Les pores engendrent la libération d’ions
K+. Or, le récepteur NLRP-3 détecte les efflux de potassium, ce qui déclenche la libération de
cytokines inflammatoires (IL-1p et IL-18) par le biais de l'inflammasome, qui sera décrit dans le

chapitre trois (Mariathasan et al., 2006).

Les agents exogenes non microbiens comprennent les allergénes, les corps étrangers et les
composés toxiques. Les allergenes sont souvent similaires en plusieurs points aux motifs
moléculaires des pathogénes. Les cellules immunitaires reconnaissent donc ces produits
comme des agents étrangers a détruire. Quant aux corps étrangers, ils sont généralement de

grosses particules indigestes dommageables pour les phagocytes. La grosseur des particules



provoque un type particulier de phagocytose, soit la phagocytose frustrée qui implique la
formation de la coupe phagocytaire sans toutefois la formation d’'un phagosome. Ceci a pour
effet d’activer vigoureusement les phagocytes impliqgués. Les dommages cellulaires de ces
corps étrangers peuvent également étre détectés par l'inflammasome NLRP-3 (Dostert et al.,
2008).

D’autres facteurs de virulences provoquent des dommages cellulaires importants, induisant la
libération de produits endogénes qui peuvent étre percus par les cellules environnantes. Les
agents endogénes sont libérés en réponse a un stress ou a des dommages cellulaires. Par
exemple, lors de la mort cellulaire par nécrose, il y a perte de lintégrité des membranes
cellulaires. La perte d’intégrité membranaire provoque la libération de différents inducteurs
d’'inflammation comme les Damage-Associated Molecular Pattern (DAMP). Cette famille de
molécules comprend I'ATP (Adenosine-Triphosphate), HMGB-1 (J. S. Park et al., 2006) et les
protéines S100A8, S100A9 et S100A12 (M. E. Bianchi, 2007). Des dommages a I'endothélium
vasculaire entrainent également la migration passive de protéines plasmatiques avec un
potentiel inflammatoire. C’est le cas notamment du facteur Hageman, aussi connu sous le nom
de facteur Xll. En effet, ce facteur s’active en présence des protéines de la matrice
extracellulaire comme le collagene, provoquant ainsi une cascade inflammatoire (Medzhitov,
2008).

On retrouve plusieurs agents endogénes jouant des réles importants dans le développement de
'inflammation chronique. On rapporte les cristaux d'urate qui sont associés au développement
de la goutte (Rock et al., 2008) et les AGE (Advanced Glycation End-product) qui sont reconnus
par leur récepteur RAGE auxquels on associe le développement de certains types de diabéte
(Yan et al., 2007).
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Figure 1: Principaux inducteurs de l'inflammation. Les inducteurs de linflammation sont classés en deux
catégories: les facteurs exogénes et les facteurs endogéenes. Les facteurs exogénes comprennent les facteurs
microbiens et non microbiens alors que les facteurs endogénes comprennent les produits cellulaires et tissulaires, les
protéines plasmatiques et les cristaux endogénes.

Inspirée de (Medzhitov, 2008)

1.3.2 Larégulation de I'inflammation

La libération de médiateurs solubles permet de réguler I'inflammation, et ce, a tous les niveaux
du processus inflammatoire. La littérature fait état de différents groupes de médiateurs de

linflammation qui sont basés sur les propriétés biochimiques de chacun (Medzhitov, 2008).

Dans un premier temps, on retrouve les différentes cytokines pro- et anti-inflammatoires
incluant I'lL-1, I'lL-6, le TNF-a ainsi que I'IL-10 et le TGF-f respectivement. Ces cytokines sont
libérées par plusieurs types cellulaires et ont une multitude de réles dans l'induction ou la
résolution de I'inflammation. Les chimiokines ont évidemment un rdle de premier plan a jouer

dans la régulation de l'inflammation, a savoir le recrutement de leucocytes au site inflammatoire
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(Serhan et al., 2010b). Ces médiateurs sont en fait la cible de plusieurs traitements
présentement sur le marché. On n’a qu’a penser aux inhibiteurs ciblant le TNF-a (Enbrel ou
Humira) ou I'lL-1B (Anakinra) pour le traitement de maladies inflammatoires. Ceci témoigne, par

le fait méme, de I'importance de ces molécules dans la régulation de I'inflammation.

Dans un deuxiéme temps, on retrouve les médiateurs lipidiqgues comme les prostaglandines qui
dérivent de I'activation des cyclo-oxygénases (COX). Ces molécules ont un réle trés important a
jouer dans la régulation de l'inflammation. Par exemple, la Prostaglandine-E2 (PGEZ2) provoque
la vasodilatation ainsi que l'induction de la fievre. De plus, des inhibiteurs de COX associés
avec des drogues non stéroidiennes comme l'aspirine ou l'ibuproféne ont longuement été
utilisés comme traitements cliniques de l'inflammation (Higgs et al., 1987, Vane, 1971, Vane,
1987). Par contre, on sait maintenant que les dérivés métaboliques de I'acide arachidonique
possedent également des propriétés anti-inflammatoires (Gilroy, 2010, Gilroy et al., 2004,
Rajakariar et al., 2006, Stables et al., 2011), suggérant des réles pro- et anti-inflammatoires
associés a ces dérivés. Certains métabolites des eicosanoides possédent des propriétés anti-
inflammatoires en favorisant le remplacement des neutrophiles par les macrophages entrainant
ainsi I'élimination de cellules apoptotiques. En effet, I'activation des COX et des lipoxygénases
(LOX) engendre la synthése de médiateurs lipidiques ayant d'importantes propriétés anti-
inflammatoires. C’est le cas notamment des résolvines (Serhan et al., 2008a, Serhan et al.,
2008b, Serhan et al., 2008c). L’activation des LOX provoque également la synthése de
lipoxines (LX) qui affectent grandement la réponse inflammatoire. Les LX bloquent la
chimiotaxie, I'adhésion et la transmigration des neutrophiles. En marge de leurs effets anti-
inflammatoires sur le neutrophile, les LX stimulent le recrutement des monocytes via la
chimiotaxie et I'adhésion. Les LX favorisent ainsi la résolution de l'inflammation en permettant
une meilleure phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les monocytes/macrophages et
préparant ainsi le retour de I'hnoméostasie tissulaire. Plusieurs études sur le réle des LX ont
révélé que ces molécules étaient cruciales dans la résolution de linflammation aigué. En
inhibant la synthése de LX4A, par exemple, on prolonge la clairance d’'un cedéme, dans un
modéle d’cedéme allergique chez le rat. Ces médiateurs lipidiques, essentiels pour la résolution
de linflammation, représentent donc une avenue intéressante dans le développement de
molécules anti-inflammatoires pour le traitement de l'inflammation chronique (tel que démontré
dans plusieurs revues de Serhan (Serhan, 2007, Serhan, 2010, Serhan et al., 2008a, Serhan et
al., 2008b, Serhan et al., 2010b)).
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D’autres molécules comme les amines et les peptides vasoactifs possedent des fonctions
inflammatoires importantes. Les amines vasoactives, qui incluent I'histamine et la sérotonine,
sont plutdét connues pour leurs effets pro-inflammatoires. Ces molécules, produites par les
mastocytes et les plaquettes, causent l'augmentation de la perméabilité membranaire,
favorisant I'afflux de leucocytes. Les peptides vasoactifs, comme la thrombine ou la plasmine,
sont générés lors de leur protéolyse par le facteur Hageman. Tout comme les amines
vasoactives, ces peptides provoquent la vasodilatation et 'augmentation de la perméabilité
vasculaire. Le facteur Hageman induit également l'activation de la cascade inflammatoire

Kallikrein-Kinin qui méne a la formation de bradykinine, un puissant facteur analgésique.

Certaines composantes de la cascade du complément sont aussi considérées comme des
médiateurs avec d’importantes fonctions inflammatoires. En effet, les fragments C3a, C4a et
Cbha favorisent le recrutement de neutrophiles et de monocytes en plus dinduire la
dégranulation des mastocytes (Q. Peng et al., 2009). La dégranulation des mastocytes et des
neutrophiles entraine également la libération de plusieurs enzymes protéolytiques, incluant
I'élastine, les cathepsines et les métalloprotéinases (MMP). Ces enzymes dégradent la matrice
extracellulaire des cellules endothéliales affectant ainsi la migration des leucocytes (Sternlicht et
al., 2001).

Enfin, les glucocorticoides sont, encore a ce jour, 'un des agents endogénes anti-
inflammatoires les plus efficaces. Ce type de molécules est utilisé depuis plus de 50 ans dans le
traitement de crise aigué de plusieurs maladies inflammatoires chroniques comme I'arthrite, la
maladie de Crohn ainsi que chez les patients asthmatiques (Hench et al., 1949). Les
mécanismes d’action de cette famille de molécules sont généralement bien connus. En effet,
les glucocorticoides s’associent avec leurs récepteurs cytoplasmiques, enclenchant ainsi leur
translocation au niveau du noyau. Cette translocation réprime la transcription de genes pro-
inflammatoires. De plus, d’autres propriétés anti-inflammatoires des glucocorticoides sont
décrites dans la littérature (Flower, 1988). On parle notamment de l'induction de la sécrétion
d’annexine-1, connue pour son effet au niveau de l'inhibition des prostaglandines (Perretti et al.,
2009).
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Tableau 1: Principales classes de médiateurs inflammatoires

Types de médiateurs inflammatoires Exemples de médiateurs inflammatoires

Amines vasoactives Histamine, Sérotonine
Peptides vasoactifs Thrombine, Plasmine

Facteurs du complément C3a, C4a, Cha
Médiateurs lipidiques LX, PAF, PGE:

Cytokines inflammatoires IL-1B, IL-6, TNF-a

Cytokines anti-inflammatoires IL-10, TGF-B
Enzymes protéolytiques MMP-9, Elastine
Glucocorticoides Cortisol
Hormones Adrénaline, Noradrénaline

Modifié de (Serhan et al., 2010b)

1.3.3 La résolution de I'inflammation

La résolution de l'inflammation est un processus complexe qui fait intervenir des centaines de
facteurs. Ainsi, définir et comprendre cette étape du processus inflammatoire n'est pas une
tache simple. On divise généralement I'étape de résolution de I'inflammation en deux étapes,
soit la phase anti-inflammatoire et la phase pro-résolution (Kolaczkowska et al., 2013, Serhan,
2007). La phase anti-inflammatoire passe par la libération de médiateurs anti-inflammatoires
comme le TGF-B et I'lL-10 ainsi que par la régulation a la baisse des génes pro-inflammatoires
régulés par NF-kB. Cette phase est également caractérisée par la sécrétion d’antagoniste de
récepteurs de cytokines comme I'lL-1Ra, diminuant ainsi les effets inflammatoires de cette
derniére. La phase pro-résolution, quant a elle, est caractérisée par la présence de médiateurs
solubles pro-résolution, comme LXA4, les résolvines et les protectines (Serhan, 2010, Serhan

et al., 2008c¢), qui font leur apparition beaucoup plus tard dans le processus inflammatoire.

Il est important de mentionner que la résolution de I'inflammation, qui est la derniére phase du
processus inflammatoire, passe évidemment par I'élimination de I'agent causal. Dans le cas
d’'une infection bactérienne ou virale, la réponse parait assez simple. Par contre, dans le cas
d’'une maladie inflammatoire chronique comme I'arthrite rhumatoide dans laquelle on ne connait
pas réellement I'étiologie du probléeme, I'élimination de I'agent causal s’avere une tache
beaucoup plus complexe. Dans le cas d’'une infection bactérienne ou virale, I'élimination de
l'agent a l'origine de la réponse inflammatoire engendre la cessation de la production de
médiateurs pro-inflammatoires. L'absence de ces médiateurs aura pour effet d’arréter le

recrutement massif de leucocytes et la formation d'cedéme. Les différentes cellules
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immunitaires ayant participé aux processus inflammatoires sont ensuite éliminées par les
macrophages et cellules résidentes des tissus. Le retour a I'équilibre, qui régnait avant le début
du processus inflammatoire, nécessite donc évidemment I'élimination des cellules immunitaires
gui se sont accumulées au site inflammatoire. Une quantité trés importante de neutrophiles
s’accumule dans les premiéres heures de linflammation aigué. Par contre, une fois I'agent
pathogene éliminé, les neutrophiles n’ont plus de raison d’étre. Les quantités considérables de
ces granulocytes reflétent nécessairement I'importance de posséder des moyens d’éliminer ces
cellules, et ce, de maniere incroyablement efficace. La mort par apoptose des neutrophiles, qui
sera traitée plus en détail dans une section a venir, permet de limiter des dommages cellulaires
et tissulaires importants (Savill et al., 2002, Savill et al., 2000, Savill et al., 2003, Serhan et al.,
2005). En effet, 'absence de libération de produits toxiques ou pro-inflammatoires par nécrose
aide énormément a la résolution de l'inflammation. De plus, la présence de molécules a la
surface des cellules apoptotiques permet une reconnaissance efficace par les macrophages.
Cette reconnaissance de cellules apoptotiques engendre une sécrétion de cytokines anti-

inflammatoires: les plus connues étant I'lL-10 et le TGF-8.

La derniere décennie de recherche a sans doute permis une meilleure compréhension des
mécanismes complexes d’élimination de cellules apoptotiques. La compréhension de cette
étape critique représente sans doute une clé dans le développement de traitements de
maladies inflammatoires. L’élévation des niveaux d’AMPc par diverses prostaglandines permet
entre autres, de réguler a la baisse la capacité des macrophages d’ingérer des cellules
apoptotiques. A linverse, le traitement des phagocytes par des glucocorticoides, des LX et
méme certaines cytokines permet d’augmenter I'élimination de cellules apoptotiques (Dalli et
al., 2012, Schwab et al., 2007). L’interaction des macrophages avec certaines composantes de
la matrice extracellulaire, comme la fibronectine ou méme encore l'activation du CD44, permet

également d’augmenter I'élimination de neutrophiles apoptotiques in vivo (Hart et al., 2012).

Une des caractéristiques principales de la résolution de l'inflammation est le remplacement des
granulocytes par les monocytes et les macrophages qui participent a I'élimination de ces
mémes neutrophiles apoptotiques. La transition entre la présence accrue en neutrophile et la
présence des macrophages phagocytaires dépend de plusieurs facteurs. Par exemple, les
neutrophiles, qui infiltrent les tissus, sécrétent I'lL-6R qui s’associe avec son agoniste, I'IL-6,
modulant ainsi les effets pro-inflammatoires de cette derniére (Hurst et al., 2001). Le phénotype
des macrophages présents au site inflammatoire est également crucial dans la résolution de

linflammation. Les macrophages sont généralement classés comme étant soit activés de fagon
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classigue (M1) ou de facon alternative (M2). Cependant, les macrophages favorisant la
résolution de l'inflammation ne peuvent étre classés dans aucune de ces deux catégories. Ces
macrophages présentent un phénotype hybride puisqu’ils possédent des niveaux élevés de
récepteurs aux mannoses et qu'ils synthétisent des quantités importantes d’lIL-10. Par contre, ils
possédent également des propriétés de macrophages M1, comme la COX et 'oxyde nitrique
(iNOS). Le Tableau 2 présente les principales caractéristiques des macrophages favorisant la
résolution (rM) comparativement aux macrophages impliqués dans I'élimination de pathogénes
(M1).

Tableau 2: Phénotypes des macrophages rM, M1 et M2

Macrophage Macrophage activée
L ) Macrophage pro- .
Caractéristiques favorisant la inflammatoire (M1) alternativement
résolution (rM) (M2)
Libera_tion de cyto_kines 0 et +
pro-inflammatoires
L|ber§1'g|on de cytqklnes ot 0 et
anti-inflammatoires
Bactéricide i +++ +
Capacité phagocytaire ++ +++ ++
Expression des récepteurs et + et
aux mannoses
Libération de HMGB-1 0 +++ 0
Production de iNOS T+ Tt T+
Expression de COX-2 +++ + +++
Niveaux d’AMP-c +++ + +++

Inspiré de (Serhan et al., 2010a) et (Mosser et al., 2008)

1.3.4 La persistance de I'inflammation

Plusieurs facteurs ont été mentionnés précédemment comme étant déterminants dans la
régulation du processus inflammatoire. En ce sens, la défaillance dans I'un ou l'autre de ces
facteurs contribue donc activement a la persistance de I'inflammation (Figure 2). C’est le cas
des macrophages, qui favorisent la résolution de l'inflammation aigué par la phagocytose de
cellules apoptotiques et par la sécrétion de TGF- et d’IL-10. L’'inflammation aigué persiste donc

si les cellules apoptotiques ne sont pas éliminées correctement. Or, une déficience dans 'un ou
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l'autre des facteurs impliqués dans la reconnaissance des cellules apoptotiques, comme la Milk
fat globule-EGF factor 8 protein (MFG-E8) (Hanayama et al., 2002) ou la T-cell immunoglobulin
and mucin domain containing 4 (TIM-4) (Miyanishi et al., 2007), prolonge la durée de
linflammation. Outre les macrophages, les myeloid-derived suppresssor cells (MDSC)
participent également a la résolution de l'inflammation en inhibant la réponse des lymphocytes
T cytotoxiques (D. I. Gabrilovich et al., 2009). En admettant que les cellules T CD8+ produisent
de grandes quantités de cytokines pro-inflammatoires, la suppression de ces cellules par les
MDSC favoriserait la résolution de l'inflammation. En plus des cellules T cytotoxiques, les
cellules T régulatrices (Treg) suppriment également plusieurs facteurs pro-inflammatoires. Une
déficience en Treg contribue donc a la persistance de l'inflammation (Garrett et al., 2007, E. H.
Lo, 2009).

Production
inadéquate de Réponse
facteurs pro- prolongée et

suppresseu.llrs"de résolution excessive
cellules myéloides

Absence de cellules .
Réponse

Anormale

Pasde Persistance de la
changement stimulation
phénotypique (microbes,
des macrophage Non-résolution de antigénes,

et des cellules T

'inflammation allergénes)

/ \ Arthrite
Athérosclérose / \ rhumatoide
Maladie Maladie
pulmonaire Obésité | Asthme inflammatoire
chronique Cancer Sclérose de l'intestin
obstruction en plague

Figure 2: Mécanismes et conséquences de la non-résolution de I'inflammation. Plusieurs facteurs peuvent
engendrés I'absence de résolution ou la persistance de linflammation. L’absence de macrophages favorisant la
résolution ou des cellules suppressives de cellules myéloides peuvent étre une cause importante dans le processus
de résolution de l'inflammation. La production inadéquate de facteurs favorisant la résolution comme des médiateurs
anti-inflammatoires affecte également la durée du processus inflammatoire et engendre parfois une réponse
prolongée, excessive et anormale. Enfin, la persistance d’un stimulus inflammatoire tel qu’'un pathogéne entraine
également une absence de résolution de linflammation. Tous ces facteurs auraient un réle important dans le
développement de plusieurs pathologies.

Modifiée de (Nathan et al., 2010)
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L’incapacité a éliminer I'agent causal est I'une des causes menant vraisemblablement a la
persistance de l'inflammation aigué et méme a l'inflammation de type chronique. Les infections
bactériennes ou virales persistantes sont des exemples classiques de persistance de
linflammation ou linflammation chronique qui entoure la présence de mycobactéries peut
persister pour des décennies. La persistance ou la non-résolution de l'inflammation est un
facteur de risque non négligeable puisque cette derniére provoque des dommages cellulaires et
tissulaires importants. En effet, la persistance de I'inflammation n’est pas la cause principale de
diverses maladies comme [I'athérosclérose, I'obésité, les cancers, I'asthme, les maladies
inflammatoires de I'intestin, la sclérose en plaques ou l'arthrite rhumatoide, mais elle contribue

grandement a leur pathogenése (Nathan et al., 2010).

Les cytokines anti-inflammatoires jouent un rdle de premier plan dans la résolution de
linflammation. Une production inadéquate dans l'une ou lautre de ces cytokines entraine
indubitablement un effet important sur la durée du processus inflammatoire. On retrouve chez
certains patients atteints de maladie de Crohn, une mutation au niveau de la protéine NOD2,
qui illustre I'importance clinique d’'une production d’IL-10 inadéquate. La mutation sur la protéine
NOD2 bloque la phosphorylation par p38 d’une ribonucléoprotéine nécessaire a la transcription
du géne de I'lL-10. Ces patients expriment donc des niveaux d’IL-10 significativement plus bas,
contribuant ainsi a la persistance de linflammation (Noguchi et al., 2009). La résolution de
colite-induite chez la souris requiert également la présence d’'IL-13, laquelle régule la production
d’IL-10 et de TGF-B (Fichtner-Feigl et al., 2008). Outre les cytokines, d’autres facteurs comme
les inhibiteurs de protéases SLPI (Jin et al., 1997), suppriment, entre autres, I'activation des
neutrophiles par le TNF-a. Les fonctions inflammatoires des neutrophiles et des macrophages
sont également régulées par les espéeces réactives de I'oxygéne (ROS) et de 'azote (NOS) qui
antagonisent 'adhésion des phagocytes sur I'endothélium et inhibent la caspase-1, en plus de

supprimer I'expansion clonale des cellules T CD8 (Bogdan, 2001a, Bogdan, 2001b).
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CHAPITRE 2: Le neutrophile

Les neutrophiles polymorphonucléaires sont des cellules différenciées facilement
reconnaissables par leur noyau multilobé et la présence de multiples granules dans leur
cytoplasme. Tout comme les basophiles et les éosinophiles, les neutrophiles font partie de la
famille des granulocytes. Ces trois types cellulaires constituent des cellules effectrices clés
dans 'immunité innée. Les basophiles et les éosinophiles ne seront pas abordés plus en détail
dans ce travail alors que le neutrophile sera le sujet principal du présent chapitre.

Le neutrophile constitue la premiére ligne de défense cellulaire de l'organisme contre les
pathogenes. Ces cellules répondent rapidement aux différents stimuli inflammatoires et sont
recrutées rapidement dans les tissus périphériques ou ils migrent et détruisent les micro-
organismes par divers mécanismes intra et extracellulaires: soit la phagocytose, la
dégranulation, la production de ROS et la formation de trappes extracellulaires (NET) (Figure
3). Ces mécanismes de défense seront tous élaborés plus en détail dans les prochaines

sections.

P ~GRAA
e e )9 %-
pa °. © /i .0 YA 7
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Figure 3: Mécanismes utilisés par le neutrophile pour éliminer les pathogénes. Les neutrophiles sont des
cellules clées de I'immunité innée. lls participent a la destruction des pathogénes via l'internalisation de particules
(phagocytose), par la libération de peptides antimicrobiens (dégranulation), par la production de ROS ainsi que par la
formation de trappes extracellulaires (NET).

Modifiée de (Kolaczkowska et al., 2013)

Les dernieres années de recherche ont permis un progres considérable dans la compréhension

de la physiologie de cette cellule. Le présent chapitre fait état des connaissances du neutrophile
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en mettant en évidence ses principales fonctions immunitaires ainsi que son rdle dans

l'inflammation aigué et chronique.

2.2 L’adhésion, I’activation et la migration

La migration des neutrophiles a travers la barriere endothéliale ou diapédése est une
caractéristique principale de linflammation aigué. La diapédése est d’abord caractérisée par
I'adhésion des neutrophiles sur 'endothélium vasculaire. Cette derniére a été observée, pour la
premiére fois, il y a presque 350 ans. Dés lors, Antoni Van Leeuwenhoek observait un
attachement de cellules aux pourtours des veinules (Schierbeek, 1962). A I'époque, il n’avait
évidemment aucune idée des mécanismes impliqués dans ce processus. Le roulement des
neutrophiles sur I'endothélium activé est contrdlé par les protéines de la famille des sélectines
(Bullard et al., 1996, Dore et al., 1993, E. J. Kunkel et al., 1996, Labow et al., 1994, Ley et al.,
1995, Mayadas et al., 1993). On observe une augmentation du nombre de molécules
d’adhésion a la surface des cellules endothéliales activées, qui résulte de l'effet de plusieurs
molécules inflammatoires comme I'histamine, les leucotriénes et des cytokines (Ley et al., 2007,
Phillipson et al., 2011). Les cellules endothéliales peuvent également étre directement activées
par la reconnaissance de PAMP via leur PRR. Celles-ci peuvent alors réguler a la hausse, et ce
en quelques minutes, I'expression des sélectines P, préentreposées dans des structures
appelées corps de Weibel-Palade. Les sélectines E, qui sont synthétisées de novo, sont
régulées a la hausse en seulement 90 minutes (Petri et al., 2008). Ces deux sélectines
permettent de maximiser le roulement des neutrophiles sur 'endothélium. Les veinules post-
capillaires sont les sites ou I'on observe le plus I'adhésion de neutrophiles. Il est intéressant de
noter qu’a ce niveau, les neutrophiles interagissent entre 150 et 1600 fois par seconde avec
I'endothélium (Sundd et al., 2012, Sundd et al., 2011). Une fois exprimées a la surface des
cellules endothéliales, les sélectines s’associent avec leur ligand P-selectin glycoprotein ligand
1 (PSGL1) (Zarbock et al., 2011). L’interaction avec ce ligand permet les phénoménes de
roulement et de «tethering» des neutrophiles. D’autres molécules d’adhésion sont également

impliquées dans 'adhésion et la migration des neutrophiles (Tableau 4).
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Tableau 3: Molécules impliquées dans les différentes étapes de la diapédéese des neutrophiles

Etapes de migration des

. Molécules de I’endothélium Molécul neutrophil
neutrophiles olécules des neutrophiles

ICAM1 LFA1
E-sélectine PSGL1, ESL1, CD44

Roulement lent

Rampement ICAM1 CD11b/CD18

Modifié et inspiré de (Kolaczkowska et al., 2013)

Le roulement et la proximité des neutrophiles avec I'endothélium activé permettent I'activation
du neutrophile par des cytokines inflammatoires comme le TNF-a et I'lL-13, ou encore par la
présence de PAMP. De plus, les neutrophiles se voient attirés par la présence de
chimioattractants comme [I'IL-8. Tous ces facteurs sont nécessaires au recrutement des

neutrophiles vers les tissus périphériques en contribuant, entre autres, au phénomene de
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dégranulation (expliqué plus en détail dans un prochain sous-chapitre) des neutrophiles. De
plus, I'activation des neutrophiles induit des changements de conformations des intégrines
(signalisation «inside-out»), qui sont responsables de l'arrét et de l'adhésion ferme sur
lendothélium (Figure 3 et Tableau 3). La liaison des intégrines des neutrophiles avec leurs
ligands provoque la transduction d’un signal a l'intérieur de la cellule permettant la stabilisation
de l'adhésion et le début du phénoméne de rampement (Ley et al., 2007). Le rampement du
neutrophile implique une élongation des pseudopodes des neutrophiles tout en restant
fermement attaché a I'endothélium (Dewey et al., 1981). Il permet également le mouvement des
neutrophiles jusqu’aux jonctions serrées de I'endothélium, les sites préférentiels pour la

diapédése.

La diapédése, qui est le passage de la circulation sanguine vers les tissus extravasculaires, se
fait en deux étapes successives. La premiéere est le passage de I'endothélium, une étape qui
prend environ 2 a 5 minutes. La deuxiéme étape est le passage de la membrane basale qui
prend entre 5 et 15 minutes (Ley et al., 2007). Le passage a travers la couche de cellules
endothéliales peut se faire par la voie paracellulaire (entre deux cellules endothéliales) ou par la
voie transcellulaire (a travers une cellule endothéliale). La voie paracellulaire est celle qui est
généralement favorisée par les neutrophiles puisque moins de protéines jonctionnelles s’y
retrouvent. Cette voie requiert une quantité importante de molécules qui sont énumérées dans
le tableau IV. La voie transcellulaire semble beaucoup moins efficace et requiert 20 a 30
minutes (Phillipson et al.,, 2008). Durant le processus de transmigration, on observe un
réarrangement du cytosquelette des neutrophiles et des cellules endothéliales. Ces derniéres
modifient leur attachement a la matrice extracellulaire par la formation de points d’attachement
focaux, permettant de faciliter le passage des neutrophiles (Parsons et al., 2012). La membrane
endothéliale basale, qui est une structure continue composée de protéines de la matrice
extracellulaire comme le collagéne et les laminines (Kolaczkowska et al., 2013), est dégradée
par les enzymes protéolytiques produites par la dégranulation des neutrophiles (Kolaczkowska
et al., 2009).
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Figure 4: Etapes du processus de migration paracellulaire et transcellulaire des neutrophiles. L'activation des
cellules endothéliales entraine l'augmentation des niveaux d’expression des sélectines et des intégrines. Les
neutrophiles interagissent avec les sélectines, entrainant le phénoméne de roulement sur I'endothélium. Le
roulement des neutrophiles permet des interactions plus étroites avec les cellules endothéliales. Les interactions
entre les intégrines et leurs ligands entrainent I'adhésion ferme des neutrophiles sur I'endothélium. Les neutrophiles
peuvent alors ramper sur lI'endothélium jusqu'au niveau des jonctions serrées afin de traverser la barriere
endothéliale.

Modifiée de (Kolaczkowska et al., 2013)

2.3 La dégranulation

La dégranulation est le processus permettant I'exocytose des granules du neutrophile.
L’exocytose des granules se traduit par la fusion des granules du neutrophile avec la membrane
plasmique libérant ainsi le contenu de ceux-ci dans le milieu extracellulaire. La fusion des
granules peut également se faire avec les membranes du phagosome. Les neutrophiles
possedent trois types de granules et un type de vésicules possédant un arsenal de protéines
spécifiques a chacun de ceux-ci (Tableau 4). Les granules sont généralement libérés en
réponse a certains stimuli bien spécifiques. Plusieurs agonistes comme le formyl-methionyl-

leucyl-phenylalanine (fMLP) et le Phorbol Méristate Acétate (PMA), ou la liaison des intégrines
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CD11b/CD18 ont montré la capacité d’induire une libération de tous les sous-types de granules
du neutrophile (Laudanna et al., 1994, Ng-Sikorski et al., 1991).

Les premiers types de granules a étre libérés sont les vésicules sécrétoires. Ces granules sont
formés par I'endocytose de protéines plasmatiques lors des derniéres étapes de différenciation
des neutrophiles. Leur contenu est ainsi riche en protéines plasmatiques comme I'albumine.
Ces vésicules contiennent aussi un réservoir de récepteurs cellulaires nécessaires aux
différentes fonctions inflammatoires du neutrophile. La dégranulation des vésicules sécrétoires
entraine ainsi 'augmentation de I'expression de récepteurs comme le récepteur au complément

CR1 ou les intégrines CD11b/CD18 qui sont importantes pour la migration et la phagocytose.

Les granules secondaires et tertiaires (spécifiques et gélatinases) sont une source d’enzymes
protéolytiques comme les gélatinases MMP-9 et les collagénases MMP-8. Ces enzymes
possédent des roles essentiels dans le processus de migration des neutrophiles. Par exemple,
I'activation des neutrophiles par certains PAMP (fMLP), DAMP (S100A9) ou certaines cytokines
(TNF-a), entraine la libération des MMP dans le milieu extracellulaire permettant la dégradation
des protéines de la matrice extracellulaire (Simard et al., 2010). Cette dégradation permet, par
la suite, de faciliter la migration des autres leucocytes. Les MMP-8 et MMP-9 jouent également

un réle dans le remodelage des tissus qui ont lieu lors des processus de guérison des tissus.
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Tableau 4: Constituants des granules du neutrophile

Granules azurophiliques

Granules spécifiques

Granules gélatinases

Vésicules

(primaires) (secondaires) (tertiaires) sécrétoires
CD63 CD11b/CD18 CD11b/CD18 FITETEIERS
CD68 CD15 CD66b CD10

Preseniline CD66b Récepteur-fMLP CD11b/CD18

Stomatine CD67 Leukolysine (MMP-25) CD13

Cathepsine-G Récepteur-fMLP Acétyltransférase CD14
Défensine Récepteur-Fibronectine Gélatinase (MMP-9) CD16
Elastase Récepteur-Laminine Lysozyme CD45

Acide Mucopolysaccharide Thr?rigizt[;asr:;jine SCAMP DAF

Lysozyme Leukolysine (MMP-25) Collagénase (MMP-8) CD35 ou CR1
MPO Stomatine Cytochrome bsss

Protéinase-3

Bacterial/permeability-
increasing protein (BPI)

B-Glucuronidase
B-Glycerophosphatase
a-Mannosidase

a-1 Antitrypsine

Récepteur-TNF
Récepteur-vitronectine

Collagénase (MMP-8)
Gélatinase (MMP-9)
Histaminase
Lactoférine
Lysozyme
Cytochrome bsss
NGAL
SCAMP
SNAP-23-25
Antigéne NB-1
Héparanase
Sialidase
hCAP-18

SNAP-23-25

B2-microglobuline

Récepteur-C1q
Récepteur-fMLP

Leukolysine
(MMP-25)

Albumine

Cytochrome bssg

Tiré de (Serhan et al., 2010c)

Le dernier type de granule est le granule azurophilique. Ce granule représente la source

principale d’enzymes microbicides, comme la myélopéroxidase (MPO). En plus de la MPO, ces

granules contiennent plusieurs enzymes microbicides comme les sérines protéases élastases,
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protéinase-3, la cathepsine et la BPI. Ces enzymes jouent un réle déterminant dans la
destruction des pathogénes. Par exemple, la BPI participe a I'élimination de bactéries Gram -
en utilisant le LPS comme point d’attachement afin de créer des pores dans la paroi

bactérienne.

La régulation du processus de dégranulation du neutrophile est trés complexe. Nous savons,
par contre, que lI'exocytose des granules demeure in vitro sous le contrble des niveaux
intracellulaire de calcium (Berton et al., 1994). Cette régulation est dépendante de plusieurs
protéines dont la phospholipase C-y (PLC-y) et les Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK)
(Herlaar et al., 1999, Krump et al., 1997, Mocsai et al., 2000).

2.4 La phagocytose et la destruction de pathogéenes

La phagocytose a été observée pour la premiére fois il y a plus de 120 ans par Elie Metchnikoff.
Depuis, les mécanismes d’action impliqués dans ce processus immunitaire ont été largement
étudiés. La phagocytose demeure une composante critique de 'immunité innée et adaptative.
La phagocytose est un processus dépendant de 'actine qui permet I'internalisation de particules
d’une taille supérieure a 0,5 um. Ce processus permet lingestion d’'une large variété de
particules cibles, incluant des micro-organismes, des cellules mortes et des débris
environnementaux (Underhill et al., 2012). En plus de son réle important dans l'ingestion et la
destruction de pathogénes, la phagocytose active la libération de cytokines pro-inflammatoires

et permet la présentation antigénique.

La phagocytose passe par la reconnaissance des particules a l'aide des différents récepteurs
présents a la surface de la cellule. Cette détection permet par la suite I'internalisation de la
particule puis la destruction de cette derniere. Les neutrophiles possédent une variété de
récepteurs cellulaires distincts qui permettent la reconnaissance directe ou indirecte de
particules. La liaison de ligands a ces récepteurs spécifiques engendre différents types de
phagocytose. On retrouve la phagocytose dépendante des récepteurs Fc (FcR), celle
dépendante des récepteurs dectine-1 ainsi que la phagocytose dépendante des récepteurs du
complément (CR). Par exemple, les polysaccharides présents a la surface de certaines levures
s’attachent au récepteur de mannose ou a dectin-1 (Herre et al., 2004a, Herre et al., 2004b),

alors que le lipopolysaccharide exprimé par les bactéries Gram — est reconnu par les récepteurs
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scavenger A (Peiser et al., 2000). Les corps étrangers peuvent également étre reconnus par
des molécules solubles dans la circulation. Cest le cas des immunoglobulines qui
reconnaissent des antigenes spécifiques et des composantes du complément qui s’attachent a
plusieurs types de particules. Ces composantes qu’'on appelle opsonine facilitent la
reconnaissance d’'un pathogéne par les phagocytes professionnels comme les neutrophiles et

les macrophages.

2.4.1 La phagocytose dépendante des récepteurs Fc (FCR)

Les FcR sont nécessaires pour l'internalisation des particules opsonisées avec des anticorps.
Les neutrophiles expriment plusieurs FcR, soit les récepteurs FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) et
FcyRIll (CD16) (Anderson et al., 1990). L’engagement des récepteurs Fc par des anticorps
meéne a la formation d’une structure caractéristique appelée coupe phagocytaire. La coupe
phagocytaire débute par 'agglomération de FcyR a proximité de la particule. Les domaines
cytoplasmiques de ces récepteurs possedent un motif d’activation ITAM qui est une région
substrat de phosphorylation pour les protéines de la famille Src. La phosphorylation des ITAM
s’effectue par les protéines Hck, Lyn ou Fgr (Ghazizadeh et al., 1994, Hamada et al., 1993, A.
V. Wang et al., 1994a). La phosphorylation des ITAM par les Src provoque le recrutement de la
protéine Syk, qui possede des domaines Src Homology 2 (SH2) (Johnson et al., 1995, Kurosaki
et al.,, 1995). La présence des protéines Hck, Fgr, Lyn et Syk est essentielle au processus
phagocytaire puisque I'absence de l'une ou l'autre de ces composantes méne a une réduction
drastique de la capacité phagocytaire (Fitzer-Attas et al., 2000, Kiefer et al., 1998). L’activation
de Syk méne également au recrutement de protéines adaptatrices comme le Linker of activated
T-cell (LAT) et Grb2 (Gopal et al., 2013). L'absence de ces protéines adaptatrices affecte

grandement la capacité phagocytaire des macrophages murins (Gu et al., 2003).

2.4.2 La machinerie de polymérisation d’actine

Le processus phagocytaire est un événement dépendant de la polymérisation de I'actine. Cette

polymérisation permet, entre autres, I'extension des phagopodes qui est nécessaire a la
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formation du phagosome. La polymérisation de I'actine dépend de petites protéines GTPases
de la famille Rho. Ces protéines alternent entre la forme active (liée a GTP) et la forme inactive
(liee & GDP) permettant ainsi 'assemblage des monomeres d’actine. Plusieurs GTPases jouent
des réles clés dans la phagocytose dépendante des FcR. Cdc42 est I'une de ces protéines qui
sont activées dans les étapes précoces de la phagocytose (Caron et al., 1998). Racl et Rac2
sont deux autres GTPases activées lors du processus phagocytaire. Par contre, ces deux
derniéres sont impliquées beaucoup plus tardivement dans l'internalisation de particules (Hoppe
et al.,, 2004). La formation des filaments d’actine est également supportée par le complexe
Arp2/3, qui est formé de sept protéines (May et al., 2000). Ce complexe de protéines, qui induit
la formation de noyau de polymeére d’actine, demeure sous le contrble des protéines Wiskott-
Aldrich syndrome protein (WASP) et de la famille de protéines Scar/WAVE. Ces derniéres sont
des protéines effectrices en amont des Rho GTPases Cdc42 et Rac, respectivement. Les
protéines de la famille de WASP ont été découvertes chez un patient possédant une diminution
marquée de la phagocytose dépendante des FcyR chez qui on a retrouvé une mutation dans la
protéine WASP (Lorenzi et al.,, 2000). Des événements de phosphorylation dépendante des
kinases PLCy et PISK modulent également le remodelage de I'actine, conférant a ces deux
kinases des propriétés modulatrices (Scott et al., 2005). En effet, PI3K régule une protéine
contractile associée a l'actine, la myosine, qui contrdle l'internalisation de grosses particules
(Mansfield et al., 2000)

2.4.3 La phagocytose dépendante des récepteurs du complément

La phagocytose dépendante du CR3 (aussi connu sous le nom de amp2 ou Mac-1) est l'autre
type de phagocytose bien décrit dans la littérature. Bien qu’il y ait quelques différences
marquées dans les mécanismes d’internalisation de particules entre la phagocytose
dépendante des FcyR et celle dépendante des CR, le processus de phagocytose demeure trés
similaire en général. Il existe des divergences notamment dans le réle de Syk ou une étude a
démontré que la phagocytose dépendante des CR, contrairement a celle dépendante des FcyR,
n'était pas affectée dans les macrophages Syk’ (Kiefer et al., 1998). Par contre, une autre
étude a démontré qu’un knock-down de Syk affectait grandement I'internalisation de particules
via le récepteur CR3 (Shi et al., 2006).
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La phagocytose dépendante des CR demeure sous le contrdle d’autres types de GTPases. En
effet, il a été démontré dans plusieurs études que la polymérisation de I'actine est dépendante
de la GTPase RhoA et indépendante de Racl et Cdc42 (Caron et al., 1998, May et al., 2000).
RhoA est donc responsable de la polymérisation de l'actine via deux mécanismes distincts.
Premiérement, RhoA active les kinases Rho, ce qui provoque la phosphorylation et I'activation
de la chaine Iégere de la myosine Il (Olazabal et al., 2002). Deuxiemement, RhoA induit le
recrutement de la protéine mDial1, qui est impliquée dans I'accumulation de F-actine au niveau

de la coupe phagocytaire (Colucci-Guyon et al., 2005).

2.4.4 La formation et la maturation du phagosome

Quoique les différents récepteurs engendrent des types distincts de réponses signalétiques,
linternalisation de différentes particules culmine vers la formation d’'une vacuole formée par
'extension de la membrane plasmique que l'on appelle phagosome. La séparation du
phagosome de la membrane plasmique est suivie d’'une succession rapide de réactions
biochimiques qui vont convertir le phagosome en une organelle avec un puissant pouvoir
microbicide (Pitt et al., 1992). Ce processus de remodelage, qu’'on nomme maturation du
phagosome, est orchestré par une série d’événements de fusion et de fission membranaire qui
vont altérer la composition du phagosome (Desjardins et al., 1994). Les changements
biochimiques proviennent du trafic vésiculaire de petites vacuoles qui fusionnent avec le
phagosome nouvellement formé. Les Rab GTPases coordonnent essentiellement ce trafic
vésiculaire (Stenmark, 2009). Lors de sa maturation, le phagosome acquiert, entre autres, Rab5
grace a la fusion avec les endosomes précoces (Kitano et al., 2008). La maturation du
phagosome coincide avec 'augmentation progressive du niveau d’ions H+ via des vacuoles
ATPases. La maturation du phagosome coincide également avec la fusion des granules
spécifiques et azurophiliques, qui fournissent des hydrolases et autres peptides antimicrobiens.
De plus, il y a également 'assemblage de la NADPH oxydase a la membrane du phagosome
qui génére une importante quantité de réactifs oxygénés (traité dans la prochaine section). Le
phagosome devient ainsi un environnement trés hostile pour les pathogénes. Cet
environnement permet généralement la destruction de ces derniers. Dans les derniers stades
de la phagocytose, le phagosome mature fusionne avec les lysosomes, une structure qu’on
appelle phagolysosome. Cette structure est caractérisée par la présence de la GTPase Rab7

ainsi que de la perte de Rab5. Cette derniére étape permet la digestion compléte de la particule
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internalisée par les enzymes hydrolytiques. Le pH tres bas du phagolysosome (pH 4.5)

contribue également a ce processus.

2.4.5 La phagocytose de cellules apoptotiques

Chez I'humain, plus de 10 milliards de cellules meurent chaque jour. Les corps apoptotiques
doivent ainsi étre rapidement éliminés afin d’éviter tout risque de nécrose secondaire. La
phagocytose est donc un processus essentiel au maintien de I'équilibre cellulaire et tissulaire.
Quoique la phagocytose de corps cellulaires apoptotiques soit principalement effectuée par les
macrophages, il a également été démontré que les neutrophiles avaient la capacité de
phagocyter de telles structures et méme des neutrophiles apoptotiques (Rydell-Tormanen et al.,
2006). Les cellules apoptotiques liberent des molécules solubles, comme [I'ATP, la
lysophosphatidylcholine ou la fractaline (Chekeni et al., 2011). Ces molécules sont
chimioattractantes pour les phagocytes et leur permettent de trouver efficacement les cellules
apoptotiques a éliminer. De plus, les cellules apoptotiques expriment a leur surface des
molécules comme les phosphatidylsérines (PS) qui sont reconnues par des récepteurs comme
TIM, BAI1 ou Stabilin-2 (Kobayashi et al., 2007, S. Y. Park et al.,, 2008). Ces récepteurs
entrainent ensuite le processus de phagocytose. Ravichandran et Lorenz décrivent en détall
I'implication de la phagocytose de cellules apoptotiques et les différents mécanismes régulant

ce processus (Ravichandran et al., 2007).

2.4.6 Facteurs modulant le processus de phagocytose

Certains récepteurs non-phagocytaires, comme les TLR, contribuent au processus
phagocytaire. En effet, la stimulation du TLR-4 par le LPS méne & une augmentation de la
macropinocytose et de [linternalisation de bactéries (Alpuche-Aranda et al., 1994).
L’engagement de TLR-4 méne également a 'augmentation de la phagocytose dépendante des
CR3 (Caron et al., 2000). Outre les TLR, il semblerait que la taille et la complexité des
particules a ingérer modulent la capacité phagocytaire. En effet, plusieurs études rapportent
une variation de la capacité de phagocytose pour des particules de différentes tailles (Brewer et

al., 2004, Doshi et al., 2010, Rettig et al., 2010). La forme et la complexité sont aussi des
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facteurs non négligeables dans le processus phagocytaire (Champion et al., 2006, Doshi et al.,
2010). Underhill et Goodridge revoient en détail tous les facteurs et les propriétés physico-

chimiques influengant l'internalisation de particules (Underhill et al., 2012).

2.5 La production d’espéces réactives de I’'oxygéne

Afin de détruire les micro-organismes pathogénes, le neutrophile utilise une large variété de
produits microbicides comme des peptides antimicrobiens et des enzymes protéolytiques, qui
sont contenus au hiveau des granules, ainsi que des produits oxydants dérivés de 'oxygéne. La
production de ROS résulte de lactivation d’'un complexe protéiqgue nommé nicotamidine
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxydase. Cette enzyme est responsable de
transférer des électrons du NADPH a l'oxygene (O.), se traduisant par la création d’anions
superoxide (O2) (Babior, 1999, R. A. Clark, 1999). Cette production rapide de O, appelée
explosion respiratoire, engendre la transformation de ce composé en especes réactives
secondaires toxiques, permettant une destruction efficace des micro-organismes (Borregaard,
2010). Les effets potentiellement toxiques de ces espéces réactives pour l'organisme sont
rapportés dans plusieurs maladies inflammatoires (Nauseef, 2007, Witko-Sarsat et al., 2000),
démontrant I'importance d’une régulation efficace de cette enzyme. A l'inverse, la déficience de
cette enzyme est mise en évidence dans les cas de maladie granulomateuse chronique (CGD)
(Holland, 2010). Les patients atteints de CGD, chez lesquels on observe une mutation
génétique rare liee au chromosome X, souffrent d’infections bactériennes et fongiques

récurrentes.
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Figure 5: Représentation du complexe NADPH oxydase du neutrophile suite a son activation. Le
flavocytochrome b, composé de la gp91P"o* et la p22Phox est présent au niveau de la membrane du phagosome.
L'activation du neutrophile entraine le recrutement des sous-unités cytosoliques p67°"°%, p40rhox et p47P"ox de facon
dépendante des GTPases Rac. L'assemblage du complexe NADPH oxidase permet la synthése d’Oz et d’ions H*,
qui seront a leur tour utilisés pour générer d’autres dérivés d’espéces réactives de I'oxygéne.

Modifiée de (Assari, 2006)

Il existe plusieurs NADPH oxydase. Le complexe NOX2, ou NADPH oxydase 2, est constituée
de cingq protéines qui participent a la fonction d’oxydase: p22P"X, p4QPheX, p47Phox p67Phox et
gp91Phx, ’activité de cette enzyme nécessite également la présence d'une petite GTPase
(Racl/2). Le premier constituant de NOX2 a étre identifié fut le cytotochrome b,
flavocytochrome ou cytochrome bsss (Segal et al., 1978). Dans les neutrophiles naifs, le
cytochrome b est localisé au niveau des granules et de certaines vésicules. Lors de I'activation
des neutrophiles, on observe une mobilisation de ce dernier au niveau des membranes des
phagosomes (Borregaard et al., 1983, Quinn et al., 1993). En 1987, I'équipe de Parkos a
développé une méthode permettant de purifier le cytochrome b; ce qui leur a permis d’identifier
deux composantes au cytochrome b, soit une glycoprotéine de 91 Kda (gp91P") et une
protéine non-glycosylée de 22 KDa (p22P"¥). Des études sur des patients X-CGD ont permis
d’identifier la protéine gp91°P"* comme la protéine déficiente dans cette pathologie (Dinauer et
al., 1987). Lors de I'activation du neutrophile, plusieurs constituants de la NADPH oxydase sont
phosphorylés; c'est le cas des deux sous-unités gp91P"™ et p22P"°* qui sont phosphorylées
directement par la protéine kinase C (PKC). La phosphorylation de gp91P"* augmente I'activité

catalytique et 'assemblage de NOX2 (Raad et al., 2009). De plus, on observe une corrélation
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entre le niveau de phosphorylation et I'activité de 'enzyme (Regier et al., 2000, Regier et al.,
1999).

L’activité de transfert d’électrons du flavocytochrome b requiert la présence d’autres protéines
cytoplasmiques. L'étude de certains patients CGD a permis d’observer que les neutrophiles de
ces patients n’étaient pas en mesure de phosphoryler une protéine de 44 KDa. Des
expériences de complémentation ont permis d’identifier cette protéine comme étant la
Neutrophil Cytosolic factor 1 (NCF1), aussi connue sous le nom de p47°"° (Nunoi et al., 1988,
Volpp et al.,, 1988). Cette protéine possede plusieurs sites potentiels de phosphorylation
(résidus 314-347), deux domaines Src homology 3 (SH3), un domaine C-terminal riche en
proline et un domaine N-terminal phox homology (PX). Chez les neutrophiles naifs, la p47°hox
demeure seule ou en complexe (1: 1: 1) avec p67P" et p40Phox (J. W. Park et al., 1992). Lors de
I'activation des neutrophiles, on observe une phosphorylation de p47P"*, puis une translocation
et un recrutement du complexe protéique au niveau de la membrane du phagosome. Ce
recrutement engendre I'association de ce complexe avec le cytochrome b. Bien que la fonction
exacte de p47°"°* demeure inconnue, il semblerait que cette protéine soit un cofacteur

permettant un assemblage efficace de NOX2 (El-Benna et al., 2009).

Tout comme la p47°"X la p67P"* fut identifiée pour la premiére fois chez un patient X-CGD
(Nunoi et al., 1988, Volpp et al., 1988). Cette protéine, également phosphorylée lors de
I'activation des neutrophiles, transloque a la membrane du phagosome et joue un réle important
dans le transport des électrons (Alloul et al., 2001). Certaines études supportent également
'hypothése que cette sous-unité soit responsable de la liaison avec le NADPH (Dang et al.,
1999, Dang et al., 2000, Umei et al., 1986). La stabilisation du complexe NADPH oxidase est
également assurée par la p40P"* (Wientjes et al., 1993). Par contre, cette protéine semble se
dissocier du complexe a la suite de I'activation de I'enzyme (El Benna et al., 1999). Lors de la
phosphorylation de p40P"** par la PKC, la p40P"* agit comme régulateur positif de I'activation de
la NADPH oxydase permettant d’augmenter l'affinité de p47P"* pour le flavocytochrome b. De
plus, la présence d’'un domaine PX favorise I'accumulation de la protéine au niveau des
groupements phospatidylinositol 3-phosphate (PIP3) de la membrane du phagosome (Ellson et
al., 2001).

La production de O, n’est pas possible sans la présence d’'un troisieme cofacteur cytosolique:
les protéines GTPase Racl et Rac2 (Abo et al., 1991, Knaus et al., 1991). En effet, on observe

une diminution dépendant de la dose d’O; par l'utilisation d’oligonucléotides antisens dirigés
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contre Rac et Rac2 (Dorseuil et al., 1992). De surcroit, les neutrophiles de souris déficientes en
Rac produisent des niveaux extrémement faibles d’anions superoxydes, engendrant une
immunité déficiente (Roberts et al., 1999). L’activation des neutrophiles induit une translocation
de Rac indépendante des autres facteurs cytosoliques, mais qui correspond au niveau d’activité
de NOX2 (Abo et al., 1994). Malgré sa translocation indépendante des autres facteurs, il a été
démontré que Rac interagit avec p67°"* (Diekmann et al., 1994) ainsi quavec le
flavocytochrome b (Heyworth et al., 1994), et que ces interactions sont nécessaires au bon
fonctionnement du complexe protéique, notamment au niveau des liaisons avec 'assemblage
du cytosquelette (Quinn et al., 1989).

Tel que mentionné ci-haut, I'explosion respiratoire induite par I'activation de NOX2 génére des
guantités importantes d’anions superoxydes. Par contre, 'hyperréactivité de ce composé avec
les éléments présents dans la cellule induit d’'importantes réactions biochimiques menant a la
formation de radicaux libres et d’espéces oxydantes microbicides. L'oxydation du NADPH
engendre la formation de deux molécules d’O" et d’ion H* (Equation 1). Les ions H* participent
a l'acidification du phagosome qui favorise la destruction de pathogénes. Quant aux molécules
d’O2, elles sont rapidement transformées en peroxyde d'oxygéne (H.O); une réaction
catalysée par la superoxyde dismutase (SOD) (Equation 2) (Fridovich, 1997, Fridovich, 1998).
Le H.O, peut étre toxique en lui-méme pour les pathogénes. Pour cette raison, plusieurs
pathogenes (genre Staphylococcus) produisent des catalases permettant de détoxifier le milieu
riche en peroxyde. Ces especes bactériennes sont particulierement dangereuses pour les
patients CGD qui générent peu de H;O, (Holland et al., 1998). En plus de I'explosion
respiratoire, les granules azurophiligues fusionnent avec les phagosomes, relachant leur
contenu riche en MPO (Klebanoff, 1999). La MPO utilise le peroxyde d’hydrogéne pour
catalyser la formation d’acide hypochloreux (HOCI) (Equation 3). Le HOCI s’avére étre un
oxydant puissant et est cytotoxique pour une trés grande variété de pathogénes, incluant des
bactéries, des virus et des champignons (Rosen et al., 1979). Le H,O, peut également étre
converti en radicaux hydroxyl (HO), un autre métabolite réactif dérivé de 'oxygéne (Equation
4). La trés forte concentration de radicaux oxygénés fournit un environnement idéal pour la
formation de métabolites secondaires. L’'un des métabolites formé est le singlet oxygéné (*O.*)
via 'oxydation du HOCI par le H.O, (Equation 5). Contrairement aux métabolites précédents,
10,* est beaucoup plus stable tout en possédant un pouvoir bactéricide extrémement puissant
(Krinsky, 1974). Il provoque des dommages au niveau de I'ADN et induit I'oxydation des

protéines et la peroxydation des lipides (Sies et al., 1992a, Sies et al., 1992b). Enfin, 'oxyde
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nitrique (NO) joue également un rdle important dans I'élimination des pathogénes et dans la

réponse inflammatoire en général (Pacher et al., 2007).

NADPH + 202 — NADP* + 202" + H* Equation (1)
202" + 2H* — H20:+ 02 Equation (2)
Cl + H202 + H* — HOCI + H20 Equation (3)
02" + H202 — HO +OH + 02 Equation (4)
HOCI + H:02 —— !02* + HCI + H20 Equation (5)

En résumé, un nombre important et trés varié de ROS est produit directement ou indirectement
par I'activation de NOX2. La production de ROS est essentielle a la défense de 'organisme. Par
contre, elle cause également des dommages non négligeables aux tissus sains ou avoisinants.
A cause de ce potentiel destructeur, le complexe NADPH oxydase est régulée de maniére

efficace par des événements de phosphorylation sur les différentes sous-unités.

2.6 La production de cytokines et I'inter-communication avec les
autres cellules

La sécrétion de cytokines par les neutrophiles permet de réguler les différentes phases de
l'inflammation, en plus de favoriser le lien entre I'immunité innée et adaptative. Une grande
variété de stimuli est capable de provoquer la sécrétion de cytokines par les neutrophiles. Parmi
ceux-ci, on retrouve les constituants bactériens comme le lipopolysaccharide (LPS) ou le fMLP.
On retrouve également des médiateurs immunitaires solubles comme le leucotriéne B4 (LTB4),

PAF ou le composant du complément C5a.
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Tableau 5: Fonctions des principales cytokines produites par les neutrophiles humains

Cytokines

Réle dans la réponse inflammatoire

Références

IL-8 (CXCL-8)

Gro-a (CXCL-1)
IP-10 (CXCL-10)

MIP-1a/MIP-1B
(CCL-3/CCL-4)

TNF-a

IL-1B

IL-12

IFN-a

INF-y

IL-17

IL-4

IL-10

TGF-B

Chimioattractant, induit I'explosion respiratoire,
régulation des intégrines, adhésion sur 'endothélium.
Effets sur les LT et les basophiles

Chimioattractant, dégranulation, augmentation des
molécules d’adhésion
Chimioattractant pour les NK, les monocytes et les
LT

Chimioattractant/Activateurs des monocytes, LT, DC,
réle dans I'immunité protective a Leishmania

Stimule la phagocytose, I'adhésion, la production de
ROS et la dégranulation des neutrophiles, role
important dans I'apoptose (via TRAIL)
Cytokines pro-inflammatoires avec des effets
pléiotropiques: voir référence
Pro-inflammatoire et immunomodulatoire pour les LT,
les NK. Induit la sécrétion d’IL-8 chez les
neutrophiles

Réle dans 'immunité anti-virale

Cytokine Thl, induit la sécrétion d’'IL-12 et de TNF-q,
lien entre 'immunité innée et adaptative

Régulation de l'inflammation & plusieurs niveaux (voir
références)

Cytokines Th2, Effets sur les neutrophiles (voir
références)

Inhibition des fonctions des monocytes/macrophages

Guérison des plaies, fonctions anti-inflammatoires

(Baggiolini et al., 1994, A.
Dunican et al., 2000a, A. L.
Dunican et al., 2000b, Villard
et al., 1995)
(Gasperini et al., 1995,
Villard et al., 1995)
(Gasperini et al., 1999,
Tamassia et al., 2007)
(Charmoy et al., 2010,
Hatano et al., 1999, S. L.
Kunkel et al., 1995)

(A. L. Dunican et al., 2000b,
Kamohara et al., 2004)

(Guma et al., 2009)

(Ethuin et al., 2001, Ethuin
et al., 2003, Tsai et al.,
2002)

(E. R. Brandt et al., 1994,
Decker, 2011)
(Ethuin et al., 2004, Hodge-
Dufour et al., 1998, Yeaman
etal., 1998, J. Yin et al.,
2009)

(Cua et al., 2010, Ferretti et
al., 2003, Li et al., 2010,
Linden, 2003, Witowski et
al., 2004)

(Bober et al., 2000, E.
Brandt et al., 2000, Girard et
al., 1997)

(Bober et al., 2000, Ocuin et
al., 2011)
(Szymkowiak et al., 2000)

Les neutrophiles sont connus pour sécréter plusieurs types de chimiokines. L’interleukine-8 (IL-

8) et Gro-a sont deux des chimiokines les plus étudiées chez le neutrophile. Ces deux

chimiokines, sécrétées par les neutrophiles en réponse a plusieurs agents comme le LPS ou le

TNF-a, ont des effets sur le systéme immunitaire. En effet, I'lL-8 et Gro-a sont chimiotactiques

pour les neutrophiles en plus d’'induire la dégranulation, I'explosion respiratoire et la régulation a

la hausse des intégrines CD11b/CD18 (Gasperini et al., 1995). L'IL-8 a également d’autres

effets importants sur les lymphocytes T (LT) et les basophiles (Dmitry Gabrilovich, 2013a).
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Quoique sécrétée en tres faible quantité, IP-10 est une autre chimiokine libérée par les
neutrophiles humains en réponse a I'INF-y (Gasperini et al., 1999). La libération d’'IP-10 par les
neutrophiles pourrait contribuer au recrutement de cellules NK, de monocytes et de LT activés

puisqu’il est chimiotactique pour ces trois sous-types cellulaires.

La capacité des neutrophiles a produire les Macrophage inflammatory protein-1a (MIP-1a) et 18
(MIP-1B est maintenant bien documentée (Hatano et al., 1999, S. L. Kunkel et al., 1995). Les
effets de ces deux chimiokines sont également bien connus et leur production est essentielle au
développement de I'immunité protective contre certains pathogénes. Le neutrophile produit
également de bonnes quantités de cytokines pro- et anti-inflammatoires ayant des effets a tous
les niveaux de la réponse inflammatoire. Ces cytokines ainsi que leurs principales fonctions
dans linflammation sont énumérées dans le Tableau 5. Il est important de mentionner que
plusieurs études ont mis en évidence la production de différentes cytokines qui ne sont pas
réellement exprimées chez le neutrophile. L'investigation de la sécrétion de cytokines par le
neutrophile nécessite une purification de plus de 99,5%. Par exemple, il a été démontré que la
présence de 'ARNm de I'lL-6 est un marqueur de contamination monocytaire. L’équipe de
Wang a ainsi démontré que les niveaux d’IL-6 sont indétectables dans une préparation

extrémement pure de neutrophiles (P. Wang et al., 1994b).

De plus en plus d’indices suggérent une communication entre les neutrophiles et les autres
cellules du systéeme immunitaire. La sécrétion des différentes cytokines est, entre autres,
responsable de cette communication intercellulaire. Par exemple, il a été notamment démontré
gue les neutrophiles sécréetent des quantités importantes de CCL20 et de CCL2 permettant un
recrutement de cellules Th17 (Pelletier et al., 2010). Ces Th17 sécréteraient alors d’'importante
quantité d’IL-8, induisant a leur tour le recrutement de neutrophiles. Les neutrophiles pourraient
également générer une inter-communication avec les DC lors d’infections microbiennes en plus
d’orchestrer le recrutement d’autres cellules comme les LT et les NK au site inflammatoire pour
ainsi contribuer a la régulation de la réponse immunitaire (Bennouna et al., 2003). La sécrétion
de B lymphocyte stimulator (BLyS) par les neutrophiles aurait aussi un réle non négligeable
dans la régulation des cellules B (Scapini et al., 2005, Scapini et al., 2003). Tous ces indices

démontrent donc une communication intercellulaire importante non négligeable dans I'immunité.
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2.7 Lamort du neutrophile

Sans stimulus inflammatoire, les niveaux de neutrophiles matures demeurent relativement
stables dans l'organisme (Nathan, 2006). Comme il a été discuté auparavant, les neutrophiles
possédent un arsenal qui peut s’avérer destructeur pour I'organisme. Les neutrophiles doivent
donc étre rapidement éliminés a la suite de la destruction de I'agent pathogéne afin d’éviter les
risques de dommages cellulaires subséquents. L'importance fondamentale de I'apoptose des
neutrophiles, suivi de I'efferocytose (élimination de cellules apoptotiques pour les macrophages)
est mise en évidence dans plusieurs pathologies ou I'on observe une déficience dans I'un ou
l'autre de ces mécanismes (Diep et al., 2010, Knapp et al., 2003, Loffler et al., 2010).

L’apoptose ou mort programmeée du neutrophile est ainsi régulée a plusieurs niveaux.

Le neutrophile est a la base une cellule ayant une demi-vie extrémement courte. Les premiéres
études traitant de ce sujet ont révélé que les neutrophiles possédaient une demi-vie d’environ 8-
12 heures en circulation (Galli et al., 2011). Par contre, ces données se basent sur un
marquage des cellules ex vivo avant leur injection in vivo. Récemment, une étude a remis en
doute cette affirmation (Pillay et al., 2010). Dans cette étude, les auteurs ont injecté oralement
de I?H,0 afin de marquer les cellules. lls révélent que la durée de vie de base d'un neutrophile
pourrait se situer autour de 5,4 jours. Ceci étant dit, la durée de vie des neutrophiles se trouve
augmentée lors de I'activation de ceux-ci (Colotta et al., 1992). Dans certaines conditions, il a
méme été suggéré que certains neutrophiles matures puissent proliférer en dehors de la moelle

osseuse en réponse a la sérum amyloide A (De Santo et al., 2010).

Plusieurs formes de mort cellulaire sont maintenant caractérisées chez le neutrophile. On
rapporte la nécrose, la nécroptose (Vandenabeele et al., 2010), la pyroptose (traitée dans le

chapitre sur les inflammasomes) et la mieux caractérisée, I'apoptose.

2.7.1 L’apoptose

L’apoptose est une forme de mort dépendante de I'énergie cellulaire ainsi que de I'activation
des caspases (Kerr et al., 1972). En plus de ces deux caractéristiques, les cellules qui meurent
par apoptose conservent lintégritt membranaire et le contenu intracellulaire. D’autres

propriétés comme la vacuolisation, la condensation et la fragmentation de I’ADN ainsi que
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I'exposition des phosphatidylsérines (PS) sont des caractéristiques de I'apoptose. Les protéines
effectrices responsables des changements physiologiques sont des protéases de la famille des
caspases (cysteine aspartic-specific proteases). Les caspases sont des protéines cytosoliques
maintenues sous forme inactive (zymogéne ou pro-caspase). Certains signaux endogenes
comme le TNF-a ou exogénes comme des agents chimiothérapeutiques engendrent le
processus d’apoptose caractérisé, entre autres, par l'activation des caspases. On retrouve les
caspases initiatrices, comme les caspases-8 et -10 qui participent a l'activation des autres
caspases, ainsi que les caspases effectrices, comme les caspases-3 et -7 qui participent a la
dégradation de différents substrats comme I'ADN. Les neutrophiles possédent neuf des
guatorze caspases identifiées, soient les caspases-1, -3, -4, -6, -7, -8, -9, -10 et -14 (Goepel et
al., 2004, Murphy et al., 2003).

Les caspases peuvent étre activées via deux voies principales, soient la voie intrinseque et la
voie extrinseque. La voie intrinseque est induite par des stress cellulaires comme les radiations
UV, les agents chimiothérapeutiques ou l'absence de facteurs de croissance. Cette voie
apoptotique est régulée par la famille de protéines Bcl-2. Cette famille de protéines comprend
des protéines pro- (Bax, Bad, Bid) et anti-apoptotiques (Blc-2, Mcl-1 et Bclx.), qui contrélent la
perméabilité de la membrane mitochondriale. La balance des protéines pro- et anti-
apoptotiques contréle la perméabilité membranaire mitochondriale (Akgul et al., 2001, Moulding
et al., 2001). L’augmentation de cette perméabilité membranaire entraine la libération de
cytochrome c¢ vers le cytoplasme. Le cytochrome ¢ s’associe alors avec la caspase 9, 'ATP
ainsi que le facteur Apaf-1 pour former une structure appelée apoptosome, activant les
caspases effectrices 3, 6 et 7. En plus du cytochrome c, la perte d’intégrité de la membrane
mitochondriale entraine la libération de facteurs pro-apoptotiques comme SMAC qui inactive les

facteurs inhibiteurs de I'apoptose (Figure 6).

La voie d’apoptose extrinséque est amorcée par 'engagement de récepteur de mort comme le
récepteur au TNF (TNF-R), le récepteur de Fas (Fas-R) ou récepteur de TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL-R). L’engagement de ces récepteurs provoque le recrutement des
protéines adaptatrices Fas-associated death domain (FADD) et Tumor-associated death
domain (TRADD). Ces deux protéines recrutent & leur tour la pro-caspase 8 pour former un
complexe connu sous le nom de death-induced signaling complex (DISC). L’activation de la
caspase 8 entraine alors 'activation de la caspase-10 puis de la caspase 3 (Fox et al., 2010).
DISC provoque également I'activation des composantes de la voie intrinséque via Bid. Quoique

Fas-L et TRAIL induisent directement I'apoptose des neutrophiles, le TNF-a induit de prime
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abord I'apoptose des neutrophiles puis une survie a long terme via 'activation de NF-kB (Ward
et al., 1999)

Voie Intrinséque Voie Extrinséque
~Récepteurs
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Figure 6: Représentation simplifiée des deux principales voies apoptotiques. La liaison de facteurs
de mort a leur récepteur méne a la formation du complexe DISC permettant le recrutement de la caspase
initiatrice 8. La caspase 8 est ensuite responsable de l'activation de certaines caspases effectrices
comme la caspase 3. Elle permet également le clivage de facteurs anti-apoptotiques comme Bid. La
dégradation des facteurs anti-apoptotiques permet alors la libération de cytochrome ¢, qui en se liant
avec Apaf-1 et la pro-caspase 9, vont former I'apoptosome. Cette cascade d’activation des caspases
contréle ainsi le phénoméne d’apoptose.

Modifiée de (Favaloro et al., 2012)

Récemment, une troisieme voie apoptotique a été décrite chez le neutrophile: la voie du
réticulum endoplasmique (RE) (Binet et al., 2010a, Binet et al., 2010b). La voie du RE nécessite
l'activation d’éléments de stress ainsi qu'une réponse appelée UPR pour unfold protein
response. Dans 'UPR, on dénote 'augmentation de I'expression de protéines chaperonnes et

de molécules permettant l'arrét de la synthése protéique par le RE comme GRP78, GADD153,
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ATF6, XBP1, PERK et elF2-a. L’activation de la caspase inflammatoire -4 est également un

marqueur de la voie du RE.

L’apoptose des neutrophiles est sujette a une régulation qui dépend de plusieurs facteurs. Le
GM-CSF est la cytokine la plus étudiée et ayant l'effet le plus important chez le neutrophile.
L’activation des neutrophiles par cette cytokine engendre l'activation de voies signalétiques
comme PI3K/Akt, les Mitogen-activated proteine kinase (MAPK) et les Janus kinase/signal
transducer and activator of transcription (JAK/STAT). Ces trois voies signalétiques jouent des
réles déterminants dans le retard de I'apoptose provoqué par le GM-CSF (Epling-Burnette et al.,
2001, Klein et al., 2000).

2.7.2 Les Neutrophil Extracelluar Traps (NET)

En plus de I'apoptose, les neutrophiles meurent également par la formation de Neutrophil
extracellular traps (NET) (Brinkmann et al., 2004). Les NET sont composés d’éléments de
'ADN, comme les histones, ainsi que d’éléments cytoplasmiques comme les lactoférines, la
MPO et I'élastase (Brinkmann et al., 2004). Les NET immobilisent les bactéries et les parasites.
Cette manceuvre permet de contenir les pathogénes en évitant la diffusion et la progression de
l'infection. De plus, les NET ont un effet bactéricide par le biais des protéases, des histones
antimicrobiennes et des protéines S100 (Chapitre 5) (Papayannopoulos et al., 2009). Certains
pathogénes semblent d’ailleurs avoir développé des stratégies afin de contrer ce processus
immunitaire. Une des stratégies employées par certains pathogénes est la libération de DNases
qui clivent les brins d’ADN des NET (Beiter et al., 2006, Buchanan et al., 2006).

Les NET sont formés en réponse a une variété de stimuli pro-inflammatoires comme le LPS,
I'IL-8, le TNF-a ou le phorbol-meristate-acetate (PMA). Plusieurs espéces bactériennes (Ermert
et al., 2009, Ramos-Kichik et al., 2009), fongiques (Bruns et al., 2010, Urban et al., 2009) et
protozoaires (Baker et al., 2008, Guimaraes-Costa et al., 2009) sont également connues pour
induire la formation de NET. La formation de NET est d’abord caractérisée par le changement
de morphologie nucléaire ou I'on peut observer la dégradation de la membrane nucléaire
accompagnée de la décondensation de 'ADN et le mélange des composantes nucléaires et
cytoplasmiques. Finalement, les NET sont relachés dans le milieu extracellulaire par la rupture

de la membrane plasmique. Il est important de mentionner que ce processus de rupture
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membranaire est différent de celui de I'apoptose et de la nécrose. En effet, une expérience avec
le colorant de viabilité calcein-blue ainsi que le marquage des PS avec I'annexin-V a permis de
mettre en évidence les processus distincts de mort du neutrophile. Un neutrophile apoptotique
exprime d’abord les PS a sa surface membranaire avant de perdre son colorant (viabilité)
plusieurs heures aprés. A linverse, la NETose implique d’abord une perte de lintégrité
membranaire (perte du colorant de viabilité) avant d’exprimer les PS a la surface interne de leur
membrane (Fuchs et al., 2007). Ceci permet ainsi d’éviter que ces cellules soient phagocytées
par les macrophages via la reconnaissance des PS (Remijsen et al., 2011a). Récemment, il a
été démontré que malgré la perte de l'intégrité membranaire, les neutrophiles libérent leur ADN,
mais continuent tout de méme a exécuter certaines de leurs fonctions effectrices, soit la

phagocytose et la chimiotaxie (Yipp et al., 2012).

La formation des NET est régulée par la production de ROS induite par la NADPH oxydase
ainsi que par la formation de vacuoles par le biais du processus d’autophagie (Remijsen et al.,
2011b). Contrairement a I'apoptose, la formation des NET est dite indépendante des caspases.
Les principales caractéristiques des différents types de morts cellulaires sont énumérées dans
le Tableau 6. D’autres cellules, comme les éosinophiles et les mastocytes, sont également
connues pour relacher des trappes extracellulaires (von Kockritz-Blickwede et al., 2008, Yousefi
et al., 2008). Le terme ETosis est d'ailleurs employé pour désigner une cellule qui libére les

trappes extracellulaires.
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Tableau 6: Principales caractéristiques des différents types de mort chez le neutrophile

Inspiré de (Labbe et al., 2008)

Caractéristiques Apoptose Nécrose NETose Pyroptose
Exposition des PS a la + — — _
surface membranaire

Perte de lintégrité

membranaire = + + +
Dépendant des caspases + — — +
(caspase -1 et -7)
Condensation de 'ADN + — — +
Décondensation de 'ADN — — + —
Clivage de 'ADN + — — +
Dépendant des ROS et de 5 o) + )
'autophagie .
Relachement de
cytochrome ¢ + ? ? +
Inflammatoire - + + +

2.7.3 L’élimination des neutrophiles apoptotiques

L’apoptose de plusieurs milliards de neutrophiles a éliminer témoigne de la nécessité de

mécanismes d’élimination efficaces des neutrophiles &gés. L’élimination des neutrophiles

apoptotiques via la reconnaissance de molécules caractéristiques comme les PS est largement

documentée dans la littérature (Flannagan et al., 2012, Krysko et al., 2006, Ravichandran et al.,

2007). De plus, il a récemment été démontré que la phagocytose de neutrophiles apoptotiques

par les macrophages entraine la cessation de la production d’IL-23. Cette diminution d’IL-23

engendre ainsi une diminution de la sécrétion d’IL-17 par les Th-17. Etant donné que I'lL-17 agit

au niveau de la sécrétion de G-CSF, il s’en suit une diminution de cette cytokine. L’absence de
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G-CSF permet de ralentir la production et la différenciation des neutrophiles de la moelle
osseuse afin de les maintenir a un niveau stable (Stark et al., 2005). D’autres cellules
contribuent également a la clairance de neutrophiles apoptotiques. C’est le cas des cellules de
la rate et du foie qui contribuent & la clairance des neutrophiles agés morts par apoptose via
'engagement du TNF-a (J. Murray et al., 1997) ou de Fas-L (Tortorella et al., 1998).

Quoique les mécanismes ne soient pas encore entierement compris, nous savons que la
signalisation de la cytokine SDF-1 (CXCL-12) via son récepteur CXCR4 joue un réle de premier
plan dans I'élimination des neutrophiles apoptotiques. SDF-1 est une chimiokine sécrétée dans
la moelle osseuse qui attire par chimiotaxie les neutrophiles exprimant leur récepteur CXCR4
(Nagase et al., 2002). Des études ont démontré que les neutrophiles augmentent I'expression
de CXCR4 avec le temps, acquérant ainsi la capacité de migrer vers la moelle osseuse suivant
le gradient de SDF-1. Cette migration des neutrophiles agés vers la moelle osseuse permet
ainsi I'élimination de ces cellules du sang (Martin et al., 2003). L'importance de CXCR-4 est
mise en évidence chez les patients atteints du syndrome myelokatexis, aussi appelé WHIM
(Zou et al., 1998). On observe une absence du récepteur chez ces patients chez qui on note
une leucopénie, une neutropénie ainsi qu’'une accumulation des neutrophiles dans la moelle
osseuse (Sierro et al., 2007).

2.8 Le neutrophile dans I'inflammation aigué et chronique

Les neutrophiles jouent un rdle déterminant dans linflammation aigué. Comme il a été
mentionné auparavant, la migration et 'accumulation des neutrophiles sont d’ailleurs des
marqueurs d’inflammation aigué. Les neutrophiles participent, entre autres, au recrutement des
autres leucocytes, dont les neutrophiles. La sécrétion de chimiokines comme I'IL-8 et le LTB4
contribue directement a ce recrutement (Ng et al., 2011), alors que la sécrétion de cytokines
comme [I'lL-17 contribue indirectement. Cette derniére cytokine active les cellules du
mésenchyme et les cellules myéloides qui contribuent a leur tour au recrutement de
neutrophiles (Cua et al., 2010). Pour cette raison, les neutrophiles ont longtemps été considérés
comme des cellules ayant exclusivement des propriétés pro-inflammatoires. Par contre, de plus
en plus d’indices suggérent qu’ils posséderaient également des propriétés anti-inflammatoires,
en plus de contribuer a la résolution de l'inflammation et a la guérison des tissus endommagés.

Méme dans les cas d’'inflammation stérile, les neutrophiles contribuent a I'élimination de débris
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cellulaires, participant ainsi a la résolution de I'inflammation (Fournier et al., 2012). L’expression
et la sécrétion de protéases, comme la MMP-9, lors du processus de dégranulation participent
également a la dégradation des composantes de la matrice extracellulaire, qui est nécessaire
au processus de guérison (Cauwe et al., 2009). La MMP-9 dégrade également certaines DAMP
comme HMGBL1, ce qui favoriserait la terminaison du processus inflammatoire. La sécrétion de
cytokines et de chimiokines par les neutrophiles joue aussi un réle prépondérant dans le
recrutement de monocytes et de macrophages. Ces cytokines, comme le TGF-B, favorisent
également le phénotype de macrophages rM. Les neutrophiles favorisent le recrutement de
macrophages via la sécrétion de signaux de type «find me» (Soehnlein et al., 2010). Ce
processus promeut ainsi la phagocytose de neutrophiles apoptotiques par les macrophages,
contribuant ainsi a la résolution de I'inflammation et a la réparation des tissus (Canturk et al.,
2001).

En plus de leurs réles établis dans linflammation aigué&, plusieurs indices s’accumulent et
démontrent une association des neutrophiles avec I'inflammation chronique. En fait, la mort des
neutrophiles par la formation des NET demeure bénéfique dans un contexte de contréle d’'une
infection bactérienne. Par contre, la formation de NET engendre la libération de
chromatine/ADN qui pourrait étre associée avec le développement de différentes maladies
inflammatoires chroniques comme le lupus. En effets, les NET des neutrophiles représentent
une source importante de DAMP. Ces DAMP participent parfois a I'activation indésirable des
neutrophiles. Curieusement, on retrouve d'importantes concentrations d'HMGB-1 (Abdulahad et
al., 2010) et de LL37 dans les patients atteints de psoriasis et de lupus érythémateux (Garcia-
Romo et al., 2011, Lande et al., 2011). Ce relargage de médiateurs solubles par les
neutrophiles contribue alors a l'activation de cellules dendritiques plasmocytaires (pDC). Il est
également a noter qu’on retrouve la présence d’anticorps anti-LL-37 dans les cas de lupus
(Lande et al., 2011). D’autres études ont également démontré que les neutrophiles détectent et
relarguent des DAMP, ce qui participent activement au développement de la fibrose kystique
(Makam et al., 2009).

Comme il a été mentionné précédemment, linflammation se développe lors de la
reconnaissance de PAMP, présents dans les tissus infectés, ou encore en réponse aux DAMP
libérés par les cellules de I'néte lors de blessures stériles (Kolaczkowska et al., 2013). Bien que
la présence des neutrophiles lors d’infections bactériennes et virales soit essentielle a la
réponse immunitaire, la présence de ces derniers dans les cas d’inflammation stérile pourrait

s’avérer nuisible pour l'organisme (G. Y. Chen et al.,, 2010a). En effet, les neutrophiles
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représentent une source importante de DAMP. Or, I'activation des neutrophiles, via notamment
la liaison des DAMP aux PRR, entraine la libération de produits oxydants et d’enzymes
protéolytiques. Cette libération d’enzymes et de ROS est inévitablement dommageable pour
I'organisme, en plus de contribuer a la persistance de I'inflammation. Dans les cas d’obésité, il
existe un niveau de base élevé de mort cellulaire qui participe a la libération de DAMP, qui
induit I'activation du NLRP-3 inflammasome (revue en détail dans un prochain chapitre). Les
niveaux d’ATP retrouvés dans les tissus contribuaient également a l'augmentation de
I'expression des molécules d’adhésion des neutrophiles ainsi qu’a la migration des neutrophiles
dans les tissus périphériques (McDonald et al., 2010, van Oostrom et al., 2004). Ces niveaux de
base dinflammation sont aussi associés au diabéte, a l'hypertension et a la démence
(Vandanmagsar et al.,, 2011). Ces données suggérent que les neutrophiles auraient un role
bénéfique a jouer dans linflammation aigué, mais néfaste dans l'inflammation chronique. En
effet, on retrouve une importante infiltration de neutrophiles dans les tissus inflammés de
patients atteints de maladies auto-immunes comme [larthrite rhumatoide, le lupus
érythémateux, la maladie de Crohn, la thrombose veineuse ou I'anti-neutrophile cytoplasmic
antibody-related (ANCA) vasculatites. Cette derniére pathologie est associée avec le
développement d’anticorps dirigés contre certaines protéines granulaires des neutrophiles
comme la MPO et la PR3 (M. Chen et al., 2010b, Kallenberg, 2010). Les mécanismes
impliqguant la génération de ces auto-anticorps demeurent non-résolus. Par contre, les

neutrophiles ont visiblement un rble déterminant a jouer.

Le lupus érythémateux systémique (SLE) est une maladie auto-immune ou I'on observe une
perte de la tolérance envers les antigénes nucléaires. Les niveaux de neutrophiles sanguins
sont généralement trés bas dans cette pathologie, alors que les niveaux des neutrophiles
tissulaires sont normaux. Le traitement de la neutropénie est généralement traité par
'administration de G-CSF. Ce traitement est par contre associé avec des crises aigués
suggérant un rdle important des neutrophiles dans le lupus (Vasiliu et al., 2006). De plus, la
présence des complexes immuns dans le SLE active les neutrophiles induisant ainsi la
formation de NET (Villanueva et al., 2011).

Ces données suggerent un rble pour le neutrophile dans la réponse inflammatoire aigué et
chronique. Il n’en demeure pas moins que d’autres études doivent étre effectuées afin
d’élucider les mécanismes régissant la physiologie des neutrophiles. En élucidant les voies qui

contrblent la survie et la physiologie des neutrophiles, nous pourrions étre en mesure
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d’améliorer les traitements existants pour les pathologies inflammatoires chroniques (Filep et
al., 2009).
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CHAPITRE 3: Les inflammasomes

Le systéme immunitaire joue un role de premier plan dans la détection rapide de pathogenes.
Cette reconnaissance rapide des envahisseurs est déterminante pour tout le reste du processus
immunitaire allant jusqu’a I'élimination compléte du pathogéne. La reconnaissance des
pathogénes passe, entre autres, par I'expression de PRR, qui reconnait des motifs conservés
au cours de I'évolution. Parmi les PRR, on retrouve notamment les TLR et les récepteurs aux
lectines de type C (CLR) qui permettent de détecter la présence de pathogénes extracellulaires.
D’autres récepteurs comme le retinoic acid inducible gene-I (RIG-1) (O'Neill et al., 2010) et les
récepteurs Nod-like (NLR) permettent de détecter les perturbations cytosoliques (Takeuchi et
al., 2010). En plus de détecter la présence de molécules bactériennes et virales exogeénes, les
NLR reconnaissent les molécules de danger endogénes libérées en réponse au stress ou aux
dommages cellulaires et tissulaires (M. E. Bianchi, 2007, Schroder et al., 2010). La
reconnaissance de certains motifs spécifiques a chacun des NRL méne a la formation d’'un
complexe multiprotéique appelé inflammasome. Les inflammasomes sont des molécules
effectrices qui participent activement a la résistance de I'héte contre les bactéries, les virus, les
parasites et les champignons (Skeldon et al., 2011). Ce chapitre se veut un survol des
principaux inflammasomes, de leur contribution dans la réponse immunitaire, ainsi que de leurs

mécanismes de régulation.

3.1 La formation de I'inflammasome et la pyroptose

A ce jour, plus de 22 NLR ont été identifiés (Schroder et al., 2010). Ces récepteurs partagent
plusieurs domaines similaires. Le NLRP-3 est le NLR le mieux caractérisé. |l comprend 3
domaines, soit une portion N-terminal permettant les interactions protéines-protéines avec un
domaine pyrine (PYD) ou un domaine de recrutement des caspases (CARD), un domaine
central de liaison et de dimérisation aux nucléotides (NOD) et un domaine C-terminal
permettant la liaison spécifique aux agonistes de type leucine-rich repeats (LRR). La figure

suivante illustre les structures des principaux NLR.
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Figure 7: Schématisation des domaines structuraux des principaux NLR

Domaine FIND: domaine avec fonction inconnue. Domaine BIR: baculoviral inhibition of apoptosis protein repeat.
Domaine LRR: Leucine-rich repeat. Domaine NACHT: Nucleotide-binding and oligomerization domain. Domaine
CARD: Caspase recruitment domain. Domaine PYD: domaine pyrine

Modifiée de (Schroder et al., 2010)

Au contact de certains stimuli spécifiques, les NLR forment un complexe multiprotéique appelé
inflammasome qui permet le recrutement direct de la caspase-1 ou indirect via la protéine
adaptatrice Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC) (Martinon et al.,
2002). A la suite de la stimulation de l'inflammasome, qui est spécifique & chacun des NLR, les
protéines ASC s’agregent et forment de larges structures appelées pyroptosomes. Cette
structure permet le recrutement et l'activation de la caspase-1. L’activation de la caspase-1
comprend le clivage des deux domaines p20 et p10. Ceux-ci possédent plusieurs substrats qui
sont requis pour l'induction de la réponse inflammatoire. La caspase-1 permet, entre autres, la
conversion de la pro-IL-13 et de la pro-IL-18 en IL-1B et IL-18 mature respectivement, en plus

de participer a leur sécrétion dans le milieu extracellulaire (Thornberry et al., 1992). La caspase-
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1 est également essentielle dans la libération de plusieurs molécules pro-inflammatoires comme
I'lL-1a (Keller et al., 2008). En plus de ces effets pro-inflammatoires, I'activation de la caspase-1
meéne a une forme de mort appelée pyroptose qui partage certaines des propriétés de
I'apoptose et de la nécrose (Labbe et al., 2008). Une synthése des principales caractéristiques

de ce type de mort a été présentée précédemment (Tableau 6).

3.2 Larégulation des inflammasomes

La régulation des inflammasomes est contrdlée de fagon trés serrée par différentes étapes. Il
est d’abord important de comprendre que l'activation de l'inflammasome dépend de deux
signaux clés. Le premier signal consiste au «priming» de l'inflammasome qui s’effectue par un
contrble transcriptionnel des composantes (NLR) et des cytokines impliquées (pro-IL-1[3). Cette
étape est généralement régulée par la signalisation de certaines cytokines ou certains PRR (via
les TLR) et ce, sous le contréle du facteur de transcription NF-kB. Concrétement, le premier
signal induit, entre autres, la synthése de pro-IL-13 et de pro-IL-18. Le deuxiéme signal entraine
l'activation, a proprement dit, de l'inflammasome. Ce signal correspond généralement a la
liaison du ligand avec la portion LRR du NLR (Figure 8). En plus du contrdle via ces deux
signaux, plusieurs autres molécules jouent un role dans la régulation de l'inflammasome. C’est
le cas de la caspase-4 (Sollberger et al., 2012), 5 (X. Y. Lin et al., 2000) et de la caspase-11 (S.
Wang et al., 1998b) qui sont requises pour I'activation de la caspase-1 dans certains contextes
spécifiques. La régulation des inflammasomes est essentielle au développement d’'une réponse
immunitaire adéquate. Ainsi, la dérégulation ou des mutations génétiques dans les géenes
encodant les différentes structures des inflammasomes sont associées a des désordres
génétiques incluant différents syndromes auto-inflammatoires comme la fiévre familiale

méditerranéenne (FFM) ou le syndrome Muckle-Wells (Rodrigue-Gervais et al., 2010).
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Figure 8: Modeéle de régulation et d’activation des inflammasomes via les deux principaux signaux. La
régulation des inflammasomes s’effectue a deux niveaux. Un premier signal, provenant généralement de la liaison
d’'un ligand des TLR, engendre la translocation de facteur de transcription tel que NF-kB, qui régule la transcription
des génes de I'lL-1B. L’IL-1B, synthétisé sous une proforme (pro-IL-1B). La proforme est clivée et sécrétée dans le
milieu extracellulaire par I'activation de linflammasome via la caspase-1. Ce signal provient généralement d’'un
deuxieme signal, comme I’ATP ou la nigéricine, qui induisent un important efflux de potassium. On assiste alors a
I'activation de l'inflammasome qui est caractérisée par la formation du complexe protéique formé du récepteur NLR,

de la protéine adaptatrice ASC et de la caspase-1.

Modifiée de (InVivogen, 2013)

3.3 Les activateurs des inflammasomes

Un trés large spectre d’agents activent les différents inflammasomes. L’activation des

inflammasomes est engendrée par la liaison de certains motifs spécifiques a chacun des NLR.

Par exemple, linflammasome NLRC4 reconnait la flagelline qu'on retrouve sur plusieurs

pathogénes bactériens. Un résumé des principaux inflammasomes ainsi que leurs agonistes

sont présentés dans le tableau suivant.
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Tableau 7: Principaux pathogénes connus pour activer les inflammasomes

Inspiré de (Skeldon et al., 2011)

Pathogénes

Inflammasomes

Activateurs

Références

Salmonella enterica

Legionella pneumophila

Mycobacterium
tuberculosis

Listeria monocytogenes
Francisella tularensis

Bacillus anthracis

Candida albicans

Plasmodium

Influenza

Virus de la stomatite
vésiculaire (VSV)

Cwmv

Virus de la vaccine

Bactéries
NLRC4 Flagellin, PrgJ, SopE
NLRC4 Flagellin
NLRP3 ESAT-6, Ag85
NLRC4 Flagellin
NLRP3, AIM2 LLO, ADN
NLRP1 Toxine létale, muramyl-

dipeptide
Champignons

NLRP3 ”

Protozoaires

NLRP3 Hemozoine
Virus
NLRP3 Canau;; g |I\|0£S M2,
RIG-I ARN 5’ triphosphate
AlM2 ADN
AIM2 ADN

(Hersh et al., 1999,
Mariathasan et al.,
2004)

(Broz et al., 2010, Miao
et al., 2006)

(Juffermans et al., 2000)

(Tsuji et al., 2004)

(Mariathasan et al.,
2005)

(Boyden et al., 2006)

(Hise et al., 2009)

(Dostert et al., 2009,
Shio et al., 2009)

(Kanneganti et al.,
2006a, Kanneganti et
al., 2006b)

(Nakhaei et al., 2009)
(Rathinam et al., 2010)

(Johnston et al., 2005)

En plus des motifs bactériens et viraux, d’autres signaux comme certains DAMP sont connus

pour activer les inflammasomes. On retrouve I'adénosine triphosphate (ATP) (Mariathasan et

al., 2006), des toxines, les radiations UV, les cristaux d'urate (Martinon et al., 2006) ainsi que

lamiante et la silice (Dostert et al., 2008). Tous ces agents sont connus pour activer

linflammasome NLRP-3. Contrairement a I'inflammasome NLRP-3, les autres inflammasomes

ont des activateurs plus spécifiques jouant des réles de premier plan dans la résistance aux

pathogenes.
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3.4 Fonctions des inflammasomes dans 'immunité

Plusieurs parasites intracellulaires sont capables de résister aux agents microbicides des
phagocytes et de persister a lintérieur de la cellule. Ces pathogénes évitent ainsi la
reconnaissance par le systeme immunitaire, réduisant leur exposition aux agents microbicides
ainsi que leur opsonisation par les anticorps ou les protéines du complément. Ces parasites
profitent de cette situation pour se répliquer a l'intérieur des cellules. L’'organisme humain a
donc évolué de maniere a empécher la réplication de ces pathogénes. L’activation des
inflammasomes et la mort cellulaire par pyroptose sont parmi les moyens utilisés par le systéme

immunitaire pour contrer les pathogénes (Skeldon et al., 2011).

Le pathogéne Salmonella enterica est le parasite bactérien intracellulaire le mieux caractérisé et
son étude a permis d’élucider le réle des inflammasomes dans la résistance aux pathogénes.
Ce pathogéne induit une mort cellulaire dépendante de la caspase-1 dans les macrophages
(Hersh et al., 1999). En utilisant des souris caspase-1 KO, une autre équipe a permis de
déterminer que la mort cellulaire dépendante de la caspase-1 avait un rdle essentiel dans la
survie des souris infectées par le pathogéne (Lara-Tejero et al., 2006, Raupach et al., 2006). En
plus du réle essentiel de la caspase-1 dans la sécrétion de I'IL-18 et de I'lL-18, la mort des
macrophages par pyroptose induit la formation de pore dans la cellule qui libére le pathogéne
dans le milieu extracellulaire favorisant ainsi son exposition aux autres phagocytes et aux
produits microbicides (Miao et al., 2010). De la méme facon, la pyroptose induite par la
caspase-1 est un facteur déterminant dans le développement d’'une réponse contre plusieurs
virus dont influenza (Stasakova et al., 2005). De plus, la revue de Skeldon et al. a rapporté des
réles similaires pour tous les types de parasites et pour tous les inflammasomes connus
(Skeldon et al., 2011)).

Le rbéle des inflammasomes semble donc favorable a I'élimination de parasites intra et
extracellulaire en éliminant, entre autres, leur niche réplicative. La découverte de plusieurs
protéines bactériennes qui inhibent [l'activation des inflammasomes comme ExoU de
Pseudomonas aeruginosa (Sutterwala et al., 2007) ou zmpl de Mycobactrium tuberculosis
(Master et al., 2008), témoigne de l'importance des inflammasomes dans le processus

immunitaire.
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CHAPITRE 4: La voie NF-kB

Le facteur de transcription NF-kB a été découvert en 1986 comme un facteur nucléaire
s’associant avec I'élément de réponse de la chaine légére de 'immunoglobuline Kappa des
lymphocytes B (Sen et al., 1986). Les multiples études qui ont suivi ce premier article ont révélé
que ce facteur, qui posséde plusieurs sites de liaison a 'ADN, était exprimé dans presque tous
les types cellulaires et régulait une panoplie de génes cibles (Hayden et al., 2012). NF-kB est
aujourd’hui l'un des facteurs de transcription les plus étudiés. I demeure un élément
d’'importance capitale dans la régulation de 'immunité innée et adaptative. Les perturbations
associées avec ce facteur de transcription contribuent a la pathogenese de maladies
inflammatoires chroniques et de maladies auto-immunes. Paradoxalement, NF-kB joue un rdle
de premier plan dans le développement de la tolérance immunitaire, tant au niveau de la
tolérance centrale qu'au niveau de la tolérance périphérique. Les conséquences de la
perturbation de ce facteur de transcription illustrent I'importance du contrble efficace de la
signalisation de NF-kB. Ce chapitre résume les fonctions et la régulation principalement de la

voie classigue de NF-kB dans I'immunité.

4.1 Les membres de la famille NF-kB

La famille de facteurs de transcription NF-kB contient cing membres: RelA (p65), RelB, c-Rel,
NF-kB1 (p50) et NF-kB2 (p52). Les sous-unités NF-kB1 et NF-kB2 sont synthétisées sous les
proformes pl05 et pl00, respectivement. Ces deux proformes sont ensuite clivées sur leur

portion C-terminale par le protéasome pour former p50 et p52.

Les membres de cette famille possédent tous un domaine Rel homology domain (RHD), qui est
essentiel a leur association avec les domaines cibles a 'ADN et a leur dimérisation. En effet, les
protéines NF-kB forment, entre elles, divers homo et hétérodimeéres. L'activité transcriptionnelle
de NF-kB est régulée principalement par deux voies principales. La voie d'activation
canonique, ou classique, est contrélée principalement par les diméres RelA/p50 (Hayden et al.,
2008). La deuxiéeme voie, appelée voie d'activation alternative, s'applique généralement aux
diméres RelB/p52 (Razani et al., 2011).
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Les diméres sont généralement séquestrés au niveau du cytoplasme via I'interaction avec les
protéines de la famille d’inhibiteurs de NF-kB (IkB) et transloguent au niveau nucléaire en
réponse a différents stimuli, les plus connus étant le LPS, le TNF-a et I'lL-1. La famille IkB est
caractérisée par des répétitions de type ankyrine. Cette répétition lui confére une capacité
d’association avec le domaine de liaison a 'ADN des facteurs de transcription NF-kB.
Conséquemment, NF-kB demeure inactif via I'association de cette protéine inhibitrice. Il est
intéressant de noter que les différentes combinaisons de diméres possédent également
différents sites préférentiels de liaisons a 'ADN. Ainsi, diverses combinaisons de dimeéres
induisent la transcription de génes cibles différents. Cette propriété confére a NF-kB un réle de
premier plan dans le contréle d’'une variété d’activités cellulaires (Wong et al., 2011). Il est a
noter que RelA, RelB et c-Rel possédent tous des domaines de transactivation en portion C-
terminale qui leur conférent des propriétés transcriptionnelles. A linverse, p50 et p52 ne
possedent pas ce domaine. Les diméres formés de ces deux protéines agissent ainsi en tant
gue répresseurs transcriptionnels (Hayden et al., 2012). Par contre, lorsque p50 ou p52
s’associe avec RelA ou RelB, ils constituent des activateurs transcriptionnels. RelA et p50 sont
ubiquitaires et les diméres formés de ces deux unités constituent la forme la plus commune
associée a 'ADN. A l'inverse, p52, Rel-B et c-Rel sont exprimées préférentiellement dans les

cellules et les tissus lymphoides.

RelA (p65) | RHD 3 | TA1 A2 551
19 306 AZB 521
RelB = & ) RHD 3 WA 1557
40 & 125 440
c-Rel [ RHD 1 CTAT TR 587
8 297 422 £97 518
p105 (p50) ) RHD | | - o %69
42 367 433 542 801 805 &0
p100 (p52) | RHD , = o —r
38 M3 AS4 487 TS5 T4 851

Figure 9: Membres de la voie signalétique NF-kB. Rel-Homology Domain (RHD), Transactivation Domain (TA),
Leucine-Zipper-like motif (LZ), Ankyrin repeats (ANK), Death Domain (DD)

Modifiée de (Hoesel et al., 2013)
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4.2 Le complexe de kinase IkB

L’engagement de I'lL-1R, de TNF-R ou encore du TLR-4, provoque le recrutement de la
protéine Myeloid Differenciation Primary Response (MyD88) en s’associant avec le domaine
Toll-IL-1 Receptor Resistance (TIR). MyD88 est requise pour la signalisation du récepteur de
'IL-1 et du TNF-R ainsi que de presque tous les TLR (O'Neill et al., 2007) puisqu’elle contient
des domaines de mort (DD) permettant le recrutement des IL-1 Receptor Associated Kinase
(IRAK) -1, -2 et -4. La structure formée de ces différentes protéines est appelée myddosome
(Gay et al.,, 2011). Elle permet l'activation des voies signalétiques en aval qui contrbélent
I'activation de NF-kB via le clivage de la protéine inhibitrice IkB-a. Sa dégradation est assurée
par le protéasome 26S ou la polyubiquitination est une étape requise a cette dégradation. La
lysine 48 est le site principal d’'ubiquitination et cette réaction est catalysée par une ligase de
type E (Tan et al., 1999). L’ubiquitination par cette ligase requiert une double phosphorylation
du substrat qui agit en tant que site de reconnaissance (K. Wu et al., 2000). Le complexe de
kinases IkB (complexe IKK) contréle la phosphorylation de ce site. Le complexe IKK est formé
de deux protéines catalytiqgues, IKKa et IKKB, ainsi que d’une protéine régulatrice non
catalytique, IKKy (aussi appelée NEMO) (Ghosh et al., 2008, Hayden et al., 2008). L’activation
de ce complexe IKK est elle-méme régulée par des événements de phosphorylation
dépendante des différentes kinases en amont (Delhase et al., 1999) ou méme de
transphosphorylation par d’autres composantes du complexe (J. A. Schmid et al., 2008).
Plusieurs kinases sont maintenant connues pour activer le complexe IKK. On parle notamment
de NF-«B Inducing Kinase (NIK) qui phosphoryle IKKa, de MEKK1, de MEKK2, de MEKKS et de
TAK1 qui phosphoryle IKKB (Ling et al., 1998, Malinin et al., 1997, Nakano et al., 1998,
Ninomiya-Tsuiji et al., 1999).

4.3 Régulation de NF-kB

Etant donné son importance dans la physiologie cellulaire, plusieurs mécanismes de régulation
existent afin de contrdler efficacement NF-kB. Outre les événements de phosphorylation du
complexe IKK mentionnés précédemment, on observe une régulation a plusieurs autres

niveaux comme la boucle de rétroaction IkB-a, 'ubiquitination ainsi que les microARN (miARN).
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4.3.1 La boucle de rétroaction IkB-a

Un des mécanismes fondamentaux de ce facteur de transcription est sa boucle d’inhibition
régulée IkB-a. A la suite de sa dégradation par le protéasome, IkB-a est rapidement
resynthétisé par la translocation de NF-kB lui-méme. On suppose que cette régulation permet
d’éviter une translocation et une transcription de genes inflammatoires excessives. L’importance
de cette boucle de rétroaction négative a récemment été mise en évidence par I'utilisation d’'un
modeéle ingénieux de souris IkB-a Knock-in dans lesquelles on retrouve un site de liaison & NF-
kB muté dans le site du promoteur du gene d’lkB-a. Ces souris sont évidemment incapables de
synthétiser des niveaux basaux d’lkB-a, provoquant une activation incontrélée de NF-kB. Or,
ces souris développent spontanément une auto-immunité avec des symptdmes s’apparentant

au syndrome de Sjogren.

Membrane plasmique

Cytoplasme

NF-xB  Induction des génes

: 0 dépendant de NF-kB

O Chaine polyubiquitine liée a Lys63
(O Chaine polyubiquitine liée 4 Lys48
© Chaine polyubiquitine liée & Met1

Régulation de I'immunité innée

Figure 10: Modéle de régulation et d’activation de la voie canonique de NF-kB. La liaison de I'lL-1 & son
récepteur entraine le recrutement de MyD88 et d’autres kinases régulatrices comme IRAK-1/2 et IRAK-4. Ce
complexe régulateur, appelé myddosome, provoque I'activation de kinases comme TAK-1. Cette derniere est, entre
autres, responsable de la phosphorylation des sous-unités IKKa/B. Ces deux kinases sont régulées par une troisieme
composante, IKK-y (NEMO). Le complexe de kinases IKK entraine la phosphorylation et la dégradation du facteur
inhibiteur IkB-a. La dégradation de ce facteur libére le facteur de transcription p65/p50 qui peut alors transloquer au
noyau afin d’'induire la transcription de génes cibles. La polyubiquitination est un facteur de régulation important de la
voie NF-kB, comme on peut le constater par la présence de plusieurs chaines polyubiquitines.

Modifiée de (K. Clark et al., 2013)
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4.3.2 L’ubiquitination

L’ubiquitination représente un mécanisme de régulation centrale dans la signalisation de NF-kB
(J. Chen et al., 2013, K. Clark et al., 2013). Les premiéres études sur le réle de I'ubiquitination
ont permis de révéler que la polyubiquitination de la lysine 48 était cruciale dans la dégradation
d’lkB-a (Z. J. Chen et al., 1996). D’autres études ont permis de mettre en évidence que
l'ubiquitination d’autres résidus lysine, comme la lysine 63, régulait le complexe IKK et
I'activation de NF-kB par le fait méme (C. J. Wu et al., 2006). NEMO est également régulée par
une chaine d’ubiquitine liée a la méthionine-1 (Rahighi et al., 2009). En effet, I'interaction de
NEMO avec cette chaine provoque un réarrangement nécessaire a la translocation du signal
nécessaire a l'activation de NF-kB (Y. C. Lo et al., 2009). De plus, des mutations dans ce site
d’'ubiquitination affectent I'activation du complexe IKK (Ea et al., 2006). La figure 10 illustre le

réle de I'ubiquitination dans le contrdle de la voie NF-kB.

4.3.3 Les autres modifications post-traductionnelles

Outre la poly-ubiguitination, plusieurs autres modifications post-traductionnelles participent
activement a la régulation du facteur de transcription NF-kB. La phosphorylation des résidus
sérines/thréonines de la protéine RelA est d'ailleurs une étape importante de cette régulation
(Baeuerle et al., 1996). Les enzymes protéine kinase A (PKA) ainsi que mitogen- and stress-
activated protein kinase-1 (MSK-1) sont, entre autres, responsable de la phosphorylation de
RelA, régulant ainsi l'activation de NF-kB (Jamaluddin et al., 2007, Zhong et al., 1997).
Plusieurs autres sites de phosphorylation par d'autres kinases sont présents sur la protéine Rel-

A. Ces sites sont revus en détail par Huang et al. (Huang et al., 2010).

L'acétylation de RelA est également une étape important de la régulation de NF-kB. Sept
lysines ont été identifiées sur la séquence protéique de Rel-A. Elles sont acétylées par
p300/CBP ou encore par la protéine PCAF (Kiernan et al., 2003). Il est intéressant de noter que
I'acétylation de RelA module différentes fonctions du facteur de transcription. En effet, certaines
aceétylations augmentent la liaison de NF-kB avec I'ADN alors que d'autres contribuent a la
dissociation du complexe RelA-IkB (L. F. Chen et al., 2002). Enfin, la méthylation est une autre
modification post-traductionnelle jouant un role clé dans la régulation de RelA (Hayden et al.,
2008).
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4.3.4 Les miARN

Les miARN ont récemment été découverts comme des régulateurs importants de I'expression
génique en régulant les niveaux d’ARNm cibles (Guo et al., 2010). Il n’est donc pas surprenant
de constater I'implication de ces ARN dans la régulation de I'activation de NF-kB (O'Neill et al.,
2011). De récentes études révélent que les miARN sont synthétisés a la suite de la
translocation de NF-kB par la signalisation dépendante des TLR. Par exemple, le miARN miR-9,
qui est synthétisé par les agonistes des TLR, cible directement TARNm de p50 (Bazzoni et al.,
2009). On suppose ainsi que les miARN réguleraient la force, la localisation et la durée de la
réponse aux TLR. lls participeraient également au passage de la réponse pro-inflammatoire a la
réponse anti-inflammatoire, une étape critique dans la résolution de l'inflammation (Guo et al.,
2010).

4.4 NF-kB dans I'immunité innée et acquise

NF-kB controle plusieurs fonctions clés de l'immunité comme l'apoptose, I'architecture et
'homéostasie des tissus lymphoides, la sécrétion de cytokines et chimiokines ainsi que
l'activation des lymphocytes B et T (Bonizzi et al., 2004). Le rble clé de NF-kB dans ces
fonctions témoigne de son importance dans I'immunité innée et adaptative. De plus, plusieurs
dizaines, voire centaines, de pathogénes sont connus pour activer directement ou indirectement
NF-kB, suggérant un rble de premier plan de ce facteur dans 'immunité. Les prochaines lignes

dressent un bref portrait des roles connus de NF-kB dans 'immunité innée et adaptative.

4.4.1 Fonctions pro et anti-apoptotiques de NF-kB

L’activation de NF-kB est fortement associée a l'inhibition de I'apoptose (Beg et al., 1996, Van
Antwerp et al., 1996). En effet, NF-kB régule I'expression de génes anti-apoptotiques comme
TRAF1, TRAF2, c-IAP1 ainsi que plusieurs protéines de la famille Bcl-x. (Khoshnan et al., 2000,
C. Y. Wang et al., 1998a). L'utilisation de cellules déficientes en RelA et de souris déficientes en
NF-kB1 a permis de mettre en évidence le rble crucial de NF-kB dans l'apoptose. Ainsi, les

fibroblastes RelA -/- sont plus susceptibles a l'induction de I'apoptose par le TNF-a. De plus, les
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souris RelA -/- meurent au stade embryonnaire a cause de I'apoptose induite par le TNF-a au

niveau du foie (Beg et al., 1995).

Bien que l'activation de NF-kB fut longuement associée a l'inhibition de I'apoptose, plusieurs
études ont démontré un rdle pro-apoptotique de ce facteur de transcription (Kasibhatla et al.,
1999). Par exemple, NF-kB joue un réle important dans I'apoptose dépendante de p53 (Ryan et
al., 2000). De plus, la surexpression de p65/RelA provoque la mort spontanée de mélanome
M14 et de cellules cancéreuses du sein MCF7, démontrant ainsi un réle pro-apoptotique de NF-
KB dans certains types de cancer (Ricca et al., 2001). Plusieurs autres rdles pro-apoptotiques
de NF-kB sont revus par Radhakrishnan et Kamalakaran (Radhakrishnan et al., 2006). Toutes
les études sur les réles pro- et anti-apoptotiques de NF-kB impliquent un réseau signalétique

complexe et sa contribution en tant que facteur pro- ou anti-apoptotique n’est pas claire.

4.4.2 ROle dans la production de cytokines/chimiokines

Le facteur de transcription NF-kB contréle I'expression de plusieurs centaines de génes cibles
(Pahl, 1999). De plus, la grande majorité de ces génes joue un rbdle directement ou
indirectement dans la réponse immunitaire. Parmi ceux-ci, on retrouve les protéines impliquées
dans la présentation antigéniqgue, comme les molécules du CMH et plusieurs cytokines et
chimiokines. En fait, on retrouve 27 différentes cytokines et chimiokines sous le contréle de NF-
kB dont, entre autres, I'lL-6, I'lL-8 et le TNF-a (Ghosh et al., 2008, Hayden et al., 2008, Pahl,
1999). La production de ces cytokines est associée a la résistance et au développement de
limmunité contre une panoplie de pathogénes (J. Caamano et al., 2002). Ces cytokines et
chimiokines participent activement a la réponse immunitaire innée et adaptative soulignant, par

le fait méme, I'importance de NF-kB dans I'immunité.

4.4.3 Développement et homéostasie des tissus

L’utilisation de souris déficientes dans certaines composantes de NF-kB a permis de constater
le réle de ce facteur de transcription dans le développement des différents types cellulaires et
tissus lymphoides. Le transfert adoptif de cellules RelA-/- et c-Rel-/- dans des souris WT

irradiées mene a une granulopoiese dérégulée (Grigoriadis et al., 1996). RelB possede
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également un réle crucial dans le développement des cellules dendritiques (Neumann et al.,
2000, Rescigno et al., 1998) ainsi que dans la maturation des lymphocytes B (J. H. Caamano et
al., 1998, Franzoso et al., 1998).

En plus de son rble dans le développement de cellules immunitaires, NF-kB participe
activement au développement de l'architecture des tissus lymphoides. Les souris déficientes en
RelB sont caractérisées par une augmentation du volume de la rate ainsi que des défauts
majeurs dans la structure des centres germinatifs (D. S. Weih et al., 2001, F. Weih et al., 1995).
De plus, RelA est important dans le développement des plaques de Peyer’'s et des noyaux
lymphatiques (Alcamo et al., 2002). Les fonctions des autres constituants de la voie NF-kB dans
le développement et I'homéostasie des tissus est revue en détail par Caamano et al (J.

Caamano et al., 2002).

4.5 Roéle de NF-kB dans I’inflammation et le cancer

L'inflammation est associée a [lactivation de la voie canonique de NF-kB et avec le
développement de cancers, suggérant un lien direct entre NF-kB et la cancérogénése (Ben-
Neriah et al., 2011). Le réle de NF-kB parait cependant plutét paradoxal puisque d’une part,
l'activation de NF-kB joue un réle critique dans le développement de l'immunité et dans
I'élimination de cellules transformées cancéreuses (Disis, 2010). En effet, 'immunosurveillance
tumorale a laquelle participe activement NF-kB joue un réle prépondérant dans I'élimination de
cellules tumorales (Smyth et al., 2006). D'autre part, on associe maintenant 'augmentation de
'expression de NF-kB avec le développement de plusieurs cancers. Par conséquent,
'immunosurveillance n’est visiblement pas suffisante pour I'élimination des cellules aberrantes
et favorise parfois I'édition des cellules tumorales, soit la sélection de cellules échappant a la
surveillance immune. Ces étapes d’édition des cellules résistantes sont caractérisées par des
conditions inflammatoires chroniques avec des niveaux élevés d’expression de NF-kB,
suggérant un role important pour ce dernier dans la croissance de tumeurs résistantes a la
surveillance immune (Dunn et al., 2004). De plus, NF-kB joue un réle de premier plan dans le
contréle du cycle cellulaire puisqu’il controle I'expression des cyclines D1 (Guttridge et al.,
1999) et I'expression de plusieurs oncogénes connus comme c-Myc (La Rosa et al., 1994). On
associe aussi a NF-kB I'expression de plusieurs facteurs favorisant la progression de tumeurs,

comme les MMP (Huber et al.,, 2004) qui favorisent le réarrangement de la matrice
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extracellulaire, ou encore des facteurs d’angiogenése comme le Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) (Xie et al., 2010). Plusieurs excellentes revues sur NF-kB expliquent en détail les
liens de ce facteur de transcription avec le développement de cancers (Ben-Neriah et al., 2011,
Hoesel et al., 2013) ainsi que son réle potentiel pro-apoptotique a exploiter dans le traitement

contre le cancer (Radhakrishnan et al., 2006).

4.6 ROle de NF-kB dans l'auto-immunité

L’auto-immunité est définie comme une réaction immunitaire contre des antigénes du soi. Cette
réaction immunitaire méne a [linflammation chronique et a la destruction de tissus
(Theofilopoulos, 1995). NF-kB demeure, encore a ce jour, le facteur de transcription le plus
étudié. Son étude a permis d’associer son expression au développement de plusieurs maladies
auto-immunes. Parmi celles-ci, on retrouve [I'arthrite rhumatoide, le lupus érythémateux, le
diabéte de type I, la sclérose en plaques ainsi que les maladies inflammatoires de l'intestin (MIl)
(Pai et al.,, 2008). Un des rbles connus de ce facteur de transcription est évidemment sa
contribution comme inducteur de cytokines et chimiokines inflammatoires. De plus, NF-kB
favorise les réactions auto-immunes médiées par les LT en modulant les fonctions des cellules
dendritiques (DC).

4.6.1 Larégulation des fonctions des lymphocytes T et des cellules dendritiques

Les cytokines inflammatoires contribuent au recrutement et a [l'activation des cellules
immunitaires telles que les LT et les DC. NF-kB joue un rdle crucial dans la régulation des LT
en contrélant la signalisation des récepteurs de cellules T (TCR). En effet, la dérégulation de
NF-kB est associée avec une perturbation de ’homéostasie des cellules T et une auto-immunité
systémique dépendante des LT CD8+ (M. Chang et al., 2011, B. Peng et al., 2010). NF-kB
contrble également la différenciation des LT CD4+, en particulier les cellules Th17. On attribue
a ces derniéres un réle central dans la pathogenése de plusieurs désordres inflammatoires
(Dong, 2008). La voie alternative de NF-kB posséde aussi une fonction dans la physiologie des

LT, ou elle participe a la tolérance immunitaire. Dans un modéle de greffon contre I'héte (GVH),
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les souris déficientes en NIK sont tolérantes a cette réaction immunitaire alors qu’une

surexpression de NIK provogue une auto-immunité |étale (S. E. Murray et al., 2011).

NF-kB demeure le facteur de transcription principal dans la sécrétion de cytokines
inflammatoires. De plus, les DC sont les principales cellules présentatrices d’antigénes. Par
conséquent, en considérant I'implication de cytokines inflammatoires dans la maturation des
DC, il n’est pas surprenant de constater un rdle important pour NF-kB dans la maturation des
DC. La dérégulation de NF-kB chez les DC est d’ailleurs associée au développement d'une
réponse auto-immune dans différents modeles murins (G. E. Hammer et al., 2011, Kool et al.,
2011). Sun et al. expliquent en détail le rdle de NF-kB dans la tolérance centrale et périphérique

ainsi que son implication des sous-types cellulaires comme les LT et les DC (Sun et al., 2013).
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CHAPITRE 5: Les protéines S100A8 et S100A9

Les protéines S100A8 et S100A9 font partie de la grande famille des protéines S100,
regroupant 21 membres. Elles forment également, avec la protéine S100A12, une sous-famille
de protéines appelée Myeloid-Releated Protein (MRP) ou calgranulines. Ces dernieres
possédent d'importantes fonctions pro-inflammatoires et sont impliquées dans la régulation des
fonctions de plusieurs types cellulaires. Ce chapitre résume les principales fonctions de ces

protéines ainsi que leur implication dans les maladies inflammatoires.

5.1 Généralités

S100A8 et S100A9 représentent plus de 30% des protéines cytosoliques totales du neutrophile
(Hessian et al., 1993) et constituent des niveaux inférieurs a 5% chez les monocytes. Bien
gu’elles soient majoritairement localisées au niveau du cytosol, on retrouve ces protéines dans
différentes fractions du neutrophile, soit dans les granules et au niveau de la membrane
plasmigue (Stroncek et al., 2005). Chez I'humain, on retrouve deux isoformes de S100A9, soit
la forme longue et la forme tronquée. Cette derniére représente 30% des protéines S100A9
chez le neutrophile et est produite par la présence d’un site de traduction alternatif présent au
niveau de la méthionine 5 (Lim et al.,, 2010). Les calgranulines sont également exprimées
faiblement dans d’autres types cellulaires a la suite d’'une stimulation a divers agents (Thorey et
al., 2001). Leur expression a été retrouvée dans les macrophages, les DC, les cellules
myéloides suppressives de tumeurs, les cellules endothéliales et épithéliales, les ostéoclastes,
les chondrocytes, les kératinocytes et les synoviocytes (Bando et al., 2010, Endoh et al., 2009,
Hsu et al., 2005, Lood et al., 2011, Sinha et al., 2008, Xu et al., 2001, Yen et al., 1997, Zreiqat
et al., 2010).
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5.1.1 Nomenclatures

S100A8 et S100A9 ont été identifiées dans plusieurs études différentes, et ce, pratiquement au
méme moment. Ceci expligue donc I'émergence de plusieurs appellations pour la méme
protéine (Hessian et al., 1993). La nomenclature généralement utilisée pour S100A8 est
hS100A8, A8, MRP-8 ou Calgranuline A chez 'humain, et CP-10 ou mS100A8 chez la souris
(Ravasi et al., 2004). S100A9 est également appelé MRP-14, A9 ou Calgranuline B. Le dimere
formé de S100A8 et S100A9 (S100A8/A9) est connu sous le nom de calprotectine.

5.1.2 Structure des protéines S100A8 et S100A9

Le géne des protéines S100 contient 21 membres qui sont pour la majorité localisés sur le
chromosome 1g21.3 chez I'humain et leur structure est généralement conservée au cours de
I'évolution (Ravasi et al., 2004). Elles possedent un domaine EF-hand typique et un second
domaine atypique. Ces deux domaines de type EF-hand conférent a ces protéines une capacité
de lier les ions divalents avec une affinité particuliere pour le Ca?*. Cette propriété leur confére
des fonctions importantes pour la physiologie de plusieurs types cellulaires, dont le neutrophile.
Les deux domaines de type EF-hand des protéines S100 sont liés par la présence d’une région
charniére. Cette région charniére confére, avec la portion C-terminal, est unique a chacune des

protéines S100, leur conférant ainsi des particularités propres (Kligman et al., 1988).

S100A8 et S100A9 sont deux protéines hydrophobes ne possédant pas d’ancrage
membranaire. L’analyse de structure par cristallographie aux rayons X des protéines S100A8 et
S100A9 révéle des structures secondaires trés similaires. Cette structure leur confere la
possibilité de former des homodiméres en absence de calcium. La présence de calcium
provogue un réarrangement dans la structure de ces deux protéines et favorise la formation
d’oligotétrameres S100A8/S100A9 (Vogl et al., 2006). L’hétérodimérisation engendre la
stabilisation de S100A9, ce qui permet I'exposition de deux sites de liaisons au Zn?* (Korndorfer
et al, 2007). Cette caractéristique pourrait s’avérer importante pour leurs fonctions

antimicrobiennes qui seront discutées plus loin.

63



Domaine EF-hand 1 S100A8 Domaine EF-hand 2
Hélice-alpha | Boude | Hélice-alpha Il Hélice-alpha lll  goyele 2 Hélice-alpha IV
Hétérodimére I S — S I
Homodimére

10 g

1 20 E 40 50 60 70 a0
S100A8 ---MLl:kALMs D\'YHIKLIK NFHAVYRDDL KLI’:TESF’DYI K G- - -ADVWFKEINTGAV\IF[:L\VI MG v R1A MK K]s HIE
SI00A0 MTSKMSQLERNIET MTFHjoly Sk LIGHPDTLNOGEF|KIELIVRKDL GNF L ENKN VI EHI WEDILDIT ALK GL SEIEEEN MLiaft T wials HiE kI EiE &
20 30 an 0 a0

1 0 ]

0
SHK
DEG
100

Hétérodimére

I

S100A9

Figure 11: Structure primaire et secondaire des protéines S100A8 et S100A9. Les résidus conservés sont
encadrés. Le domaine EF-hand 1 comprend I'hélice | (résidus 4-20 dans S100A8 et résidus 7-23 dans S100A9, la
boucle 1 de liaison au calcium (résidus 21-30 dans S100A8 et 34-44 dans S100A9). Le domaine EF-hand 1
comprend I'hélice | (résidus 4-20 dans S100A8 et résidus 7-23 dans S100A9), la boucle 1 non canonique de liaison
au calcium (résidus 21-30 dans S100A8 et 24-33 dans S100A9) et I'hélice Il (résidus 31-41 dans S100A8 et résidus
34-44 dans S100A9). Le domaine EF-hand 2 comprend I'hélice IlI (résidus 51-58 dans S100A8 et résidus 56-66 dans
S100A9), la boucle 1 canonique de liaison au calcium (résidus 59-67 dans S100A8 et 67-75 dans S100A9) et I'hélice
IV (résidus 68-86 dans S100A8 et résidus 76-94 dans S100A9). Les deux domaines EF-hand sont séparés par des
régions charniéres de longueurs variables dans les deux protéines (résidus 42-50 dans S100A8 et résidus 45-55
dans S100A9). Les structures secondaires des homo-hétérodiméres correspondent aux couleurs bleues et vertes
pour S100A8 ainsi que rose et rouge pour S100A9, respectivement. Les deux motifs HXXXH en cyan sont les sites
potentiels de liaison au Zn?*.

Modifiée de (Korndorfer et al., 2007)

5.2 Mécanismes de sécrétion

Tel que mentionné précédemment, on dénote une présence élevée de S100A8 et S100A9 dans
le cytosol des neutrophiles. Ces protéines sont libérées de plusieurs fagons dans le milieu
extracellulaire. Notamment, puisqu’elles sont présentes dans le cytosol, ces protéines se
retrouvent dans le milieu extracellulaire lors de la rupture de la membrane des neutrophiles. De
plus, la formation de NET par les neutrophiles méne a la libération d’une quantité importante de
S100A8/S100A9 dans le milieu extracellulaire (Urban et al., 2009). La présence accrue de
S100A8/S100A9 dans les granules des neutrophiles suggére également qu’elles pourraient étre
libérées lors du processus de dégranulation des neutrophiles. Plusieurs agents sont connus
pour induire la libération de S100A8 et S100A9. Les divers agents qui induisent la formation de
NET sont évidemment connus pour induire une libération importante. Les cristaux d’urate, le
PMA, le TNF-a, le LTB4, I'lL-1B, le zymosan opsonisé ainsi que le LPS provoquent tous la
libération d’'une quantité importante de S100A8/A9 chez le neutrophile (Eue et al., 2000, Frosch
et al., 2000, Kido et al., 2005, Kido et al., 2003, Robinson et al., 2002, Ryckman et al., 2004,
Suryono et al., 2003). Le PMA, le GM-CSF, I'lL-1B et le LPS provoquent aussi la libération de
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S100A8/A9 chez les monocytes et macrophages. Il est intéressant de noter que cette libération
de S100A8 et S100A9 est régulée a la baisse par certaines cytokines comme [I'lL-4 et I'lL-10
(Lugering et al., 1997).

Les mécanismes de sécrétion actifs, impliquant généralement des protéines avec des peptides
signaux, ne semblent pas réguler la sécrétion de ces deux protéines puisqu'elles ne possedent
pas de peptide signal. De plus, linhibition du trafic vésiculaire a l'interface du Golgi et du
réticulum endoplasmique ne renverse pas la sécrétion de S100A8/S100A9 (Rammes et al.,
1997, Ryckman et al., 2004). Les mécanismes de sécrétion alternatifs, comme celui retrouvé
pour I'lL-1B dans l'inflammasome, ne semblent pas non plus étre impliqués dans leur sécrétion
(Rammes et al., 1997). Par contre, plusieurs constituants du cytosquelette de la cellule sont
nécessaires a cette sécrétion. Ainsi, l'utilisation d’inhibiteurs de la polymérisation des
microtubules bloque la sécrétion de calprotectine en réponse au PMA et aux cristaux d’'urate.

De plus, cette sécrétion requiert un réseau de tubuline intacte (Rammes et al., 1997).

L’activation des neutrophiles par certains agents provoque la translocation de S100A8/S100A9
du cytosol vers la membrane plasmigue (Bengis-Garber et al., 1993, Guignard et al., 1996, van
den Bos et al, 1996). Cette translocation semble étre un événement régulé par la
phosphorylation de S100A9 par la PKC. La translocation a la membrane plasmique suggeére
également que S100A8 et S100A9 pourraient transloquer de la membrane plasmique vers le
milieu extracellulaire, un mécanisme vu auparavant avec une autre protéine S100 (Matsunaga
et al., 2006).

5.3 Les récepteurs

S100A12 fut la premiére MRP a laquelle est associée le Receptor for Advanced-Glycation-End
product (RAGE) comme récepteur principal (Hofmann et al., 1999). Des études de résonance
plasmonique de surface indiquent qu’en présence de Ca?* ou de Zn?*, S100A9 possede une
grande affinité pour RAGE alors que S100A8 n’en posséde aucune (Bjork et al., 2009). Ces
données suggerent que S100A9 pourrait étre le ligand principal de RAGE. Par ailleurs, une
étude récente révele une association du complexe S100A8/A9 avec RAGE dans des cellules
cancéreuses du sein (C. G. Yin et al., 2013). Plusieurs autres études ont révélé I'association de

S100A8 ou S100A9 avec d’'autres récepteurs cellulaires. Les protéoglycans avec des sulfates
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héparinés représentent un site de liaison potentiel pour S100A8/A9. En effet, S100A9 posséde
une forte affinité pour les sulfates d’héparines/héparanes présents a la surface des cellules
endothéliales (Robinson et al., 2002). Le récepteur scavenger CD36 a également été proposé
comme récepteur possible de S100A8/A9 et S100A12 (Hoppmann et al., 2010, Kerkhoff et al.,
2001). Enfin, le TLR-4 a récemment été suggéré comme récepteur principal de S100A8, alors
que le complexe S100A8/A9 avait une activité réduite (Loser et al., 2010, Vogl et al., 2007).
Dernierement, une étude a démontré que S100A9 se liait avec CD-147 a la surface de
mélanome métastatique, ce qui favorisait la production de cytokines inflammatoires et la
libération de MMP (Hibino et al., 2013). Les études sur les récepteurs de S100A8 et S100A9
semblent parfois contradictoires, notamment dans le cas du TLR-4, et demandent a étre
approfondies davantage.

5.4 Réles intracellulaires

5.4.1 Organisation du réseau de microtubules

Tel que mentionné précédemment, S100A8 et S100A9 s’associent avec le calcium. Ainsi,
S100A9 module plusieurs voies signalétiques dépendantes du calcium dans les neutrophiles
humains. De plus, I'élévation des niveaux de calcium intracellulaire dans les monocytes et les
neutrophiles méne a un changement conformationnel du complexe S100A8/A9 et une
phosphorylation de S100A9 par la kinase p38. Cette phosphorylation promeut la dissociation du
complexe avec le réseau de microtubules ainsi que la dépolymérisation de ce dernier. S100A8
et S100A9 pourraient donc jouer un rdle important dans la migration transendothéliale puisque
la migration des neutrophiles S100A9” est compromise (Lominadze et al., 2005, Vogl et al.,
2004).

5.4.2 Transport de I'acide arachidonique

En tant que précurseur de plusieurs médiateurs lipidiques, I'acide arachidonique demeure un
élément trés important dans la physiologie des neutrophiles. S100A8/A9 est un transporteur

majeur de I'acide arachidonique et d’acides gras insaturés (Kerkhoff et al., 1999b). L’activation
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des neutrophiles induit I'élévation du calcium intracellulaire provoquant la sécrétion de
S100A8/A9 liée a l'acide arachidonique dans le milieu extracellulaire. De plus, S100A8/A9 joue
un réle important dans le transport intracellulaire de I'acide arachidonique dans les neutrophiles
et les kératinocytes ainsi que son transport au niveau de I'’endothélium (Kerkhoff et al., 1999b,
Kerkhoff et al., 2001, Siegenthaler et al., 1997, Sopalla et al., 2002).

5.4.3 Régulation de I’activité du complexe NADPH oxydase

S100A8/A9 s’associe avec Rac-2 et p67P"°* favorisant l'interaction et la stabilisation avec le
cytochrome b558 de facon dépendante du calcium. Cette interaction semble favoriser
I'activation de la NADPH oxydase (Bouzidi et al., 2004, Doussiere et al., 2001, Doussiere et al.,
2002, Kerkhoff et al., 2005) possiblement via I'apport de I'acide arachidonique par S100A8/A9.
En effet, des protéines S100A8/A9 mutantes qui n’interagissent plus avec 'acide arachidonique
ne possedent plus la capacité d’activer la NADPH oxydase (Kerkhoff et al., 2005). Alors que la
surexpression de S100A8/A9 dans les kératinocytes provoque une augmentation de I'activation
de la NADPH oxydase, la réduction des niveaux de S100A9 dans la lignée NB-4 induit une
diminution de l'activité de NOX2. Ces deux études supportent donc le r6le de ces protéines
dans lactivation de lI'enzyme NOX2 (Benedyk et al., 2007, Kerkhoff et al., 2005). La
phosphorylation de S100A9 par p38 ainsi que la phospholipase A2 sur la Thr113 semble étre
essentielle a l'activation de la NADPH oxydase (Lominadze et al., 2005, Schenten et al., 2010).
Conséquemment, ces données suggerent un role intracellulaire important de S100A8/A9 dans
lactivité de NOX2, qui est essentielle a la destruction des pathogénes. Cette idée est d’ailleurs
supportée par une étude récente démontrant que la destruction de pathogenes était régulée,
entre autres, par S100A8/A9 (Steinckwich et al., 2011).

5.5 Roéles extracellulaires

Les rbles exacts des protéines S100A8 et S100A9 ne sont pas facilement définissables.
D’abord, la structure des protéines S100 est sujette a des changements de conformation par la

présence d’ions divalents ou encore par la présence des autres protéines S100.
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Deuxiemement, la présence de différents récepteurs possibles a la surface de types cellulaires
variés détermine d'une certaine facon des fonctions spécifiques. Ceci étant dit, S100A8 et
S100A9 sont associées avec l'inflammation et sont des membres de la famille des DAMP
(Ehrchen et al., 2009). lls activent différents types cellulaires, dont les neutrophiles, et sont
responsables de l'inhibition de la croissance microbienne. Les principales fonctions de S100A8

et S100A9 sont revues dans les prochaines sections.

5.5.1 Propriétés antimicrobiennes

S100A8 et S100A9 sont libérées en réponse a différents stimuli au site inflammatoire. Des
niveaux d'expression extrémement élevés de S100A8 et S100A9, de l'ordre de 20 pg/mL, sont
retrouvés au niveau des abces bactériens (Clohessy et al., 1995, Corbin et al., 2008, Hsu et al.,
2009). La calprotectine posséde des propriétés bactéricides et bactériostatiques envers
plusieurs micro-organismes (Hsu et al., 2009). On associe ces propriétés a la capacité de
S100A9 de chélater les ions Zn?* et Mn?*, deux ions essentiels a la croissance de micro-
organismes (Corbin et al., 2008). De plus, le changement de conformation provoqué par son
association a S100A8 est crucial a la chélation des ions par S100A9. La résistance aux
infections a Aspergillus est d’ailleurs dépendante de la présence de calprotectine (M. Bianchi et
al.,, 2011). En effet, en reconstituant l'activit¢ de la NADPH oxydase de patients CGD, la
capacité de former des NET contenant la calprotectine est également restaurée, inhibant par le
fait méme la croissance d’Aspergillus. La présence de calprotectine est également essentielle a
la clairance d’infections a Candida albicans, supportant le rle de ces protéines dans I'immunité

antifongique.

5.5.2 Réles dans la physiologie des phagocytes

S100A8 et S100A9 sont associées a la migration des phagocytes depuis déja plusieurs années.
CP-10 est chimiotactique pour les neutrophiles et les monocytes (Lackmann et al., 1993). De
plus, S100A8 et S100A9 sont également chimiotactiques pour les macrophages alvéolaires et

péritonéaux (Ehrchen et al., 2009). La neutralisation de S100A8 et S100A9 avec des anticorps
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inhibent d’ailleurs le recrutement de neutrophiles et de macrophages au niveau des alvéoles

dans un modéle d’infection a Streptococcus (Raquil et al., 2008).

S100A8, S100A9 et S100A8/A9 sont chimiotactiques pour les neutrophiles humains (Ryckman
et al., 2003b). Par contre, S100A9 semble étre I'activateur le plus puissant des neutrophiles
humains. Cette protéine stimule 'adhésion des neutrophiles sur des matrices de fibrinogéne, de
fibronectine ainsi que sur des cellules endothéliales (Anceriz et al., 2007b, Newton et al., 1998,
Ryckman et al., 2003b). L’augmentation de I'adhésion est associée avec I'augmentation de
I'expression et de I'activation des intégrines B2 a la surface (Anceriz et al., 2007b). Nous avons
également démontré que S100A9 provoque I'exocytose des granules gélatinases et spécifiques
ainsi que la libération des vésicules sécrétoires (Simard et al., 2010). La dégranulation des
neutrophiles est donc possiblement responsable de l'augmentation de I'expression des
intégrines de surface. S100A9 est également associée a une augmentation de la migration des
neutrophiles et des monocytes a travers les cellules endothéliales (Cesaro et al., 2012, Eue et
al., 2000, Kerkhoff et al., 1999a). En plus d’augmenter I'expression des molécules d’adhésion a
la surface des phagocytes, S100A8/A9 pourraient également augmenter I'expression d’'ICAM-1
et de VCAM-1 a la surface des cellules endothéliales (Ehlermann et al., 2006, Vogl et al., 2004).

5.5.3 Propriétés antioxydantes

La production excessive de réactifs oxygénés méne a d’importants dommages cellulaires et
tissulaires. De plus, la présence de ROS provoque principalement des modifications de types
Cys-thiols sur des protéines susceptibles a ce genre de modifications. S100A8 demeure une de
ces protéines extrémement sensibles a la présence d’oxydants dans le milieu extracellulaire.
S100A9 possede également certaines propriétés antioxydantes, mais de facon moindre a
S100A8 (Lim et al., 2011, Lim et al., 2010, Lim et al., 2009). Ainsi, S100A8 et S100A9 sont
fortement oxydées par le peroxyde d’hydrogéne (Harrison et al., 1999). En fait, elles sont des
centaines de fois plus susceptibles a I'oxydation que l'albumine sérique ou la Low-Density-

Lipoprotein (LDL), supportant leur role d’antioxydants puissants (McCormick et al., 2005).

La présence de différentes espéces réactives a I'oxygéne provoque diverses modifications.
Ainsi, S100A8 est principalement oxydée par le HOCI, ce qui inhibe la formation de la
calprotectine avec S100A9 (Raftery et al., 2001). La présence de modifications oxydatives sur

S100A8 ou S100A9 affecte le potentiel pro- ou anti-inflammatoire de ces protéines. Par
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exemple, les diméres de S100A8 oxydés ne sont plus chimiotactiques pour les neutrophiles
(Harrison et al., 1999, Raftery et al., 2001). Les propriétés fongistatiques de S100A8 et S100A9
dépendent également de leur niveau d’oxydation (Sroussi et al., 2007, Sroussi et al., 2010).
S100A8 et S100A9 sont également sujettes a d’autres types de modifications comme la s-

glutathionylation ou la s-nitrosylation (Dimitry Gabrilovich, 2013b).

S100A8 et S100A9 sont sujettes a des modifications post-traductionnelles comme la
phosphorylation, la méthylation, I'acétylation et 'oxydation (Harrison et al., 1999, Lim et al.,
2010). De plus, S100A9 posséde également des sites de palmitoylation, de sumoylation et
d’'ubiquitination. Ces modifications ont dailleurs plusieurs effets au niveau des fonctions

effectrices de ces protéines.

5.6 Les maladies associées ala présence de S100A8 et S100A9

5.6.1 Le cancer

Il est maintenant bien documenté que l'inflammation est associée avec le développement de
différents cancers (Mantovani et al., 2008). Etant donné le role de S100A8 et S100A9 dans
linflammation, il n'est donc pas surprenant de retrouver d'importantes concentrations de
S100A8 et S100A9 dans plusieurs types de cancers (Cross et al., 2005, Ehrchen et al., 2009,
Gebhardt et al., 2006). S100A8 et S100A9 sont dailleurs associées a l'activation des MAPK
ainsi qu’avec la translocation de NF-kB dans des cellules de cancer de la prostate (Hermani et
al., 2006). La calprotectine favoriserait également la migration et I'invasion de cellules de cancer
du sein par une signalisation dépendante de NF-kB (C. G. Yin et al., 2013). D'autres études ont
révélé I'importance de NF-kB dans le développement de cancer associé avec S100A8 et
S100A9 (Benedyk et al., 2007, Hermani et al., 2006, Kwon et al., 2013). Les concentrations
intracellulaires de S100A8 et S100A9 joueraient également un rdle dans l'agressivité de

certains cancers du sein (Cormier et al., 2013).

En plus de leur effet sur les cellules cancéreuses, S100A8 et S100A9 pourraient moduler
I'établissement de niches métastatiques via le recrutement de cellules myéloides Mac-1*
(Hiratsuka et al., 2006, Rafii et al., 2006) et de MDSC (Hiratsuka et al., 2008, Sinha et al.,

2008). Finalement, l'accumulation de MDSC, une caractéristique bien connue du
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développement de cancer, semble étre régulée par S100A9 (Cheng et al., 2008, Sinha et al.,
2008).

Tableau 8: Présence de protéines S100A8 et S100A9 dans différents types de cancers.

Types de cancers Références

(Arai et al., 2004, Cormier et al., 2013, McKiernan et al., 2011,
C.G.Yinetal., 2013)

Cancer de la prostate (Hermani et al., 2006, H. Muller et al., 2008)

(Ang et al., 2010, Duan et al., 2013, H. J. Kim et al., 2009, J. H.
Kim et al., 2012, Stulik et al., 1999)

Cancer du sein

Cancer colorectal

Carcinome hépatique (Arai et al., 2000, R. Wu et al., 2013)
Cancer gastrique (Fan et al., 2012, Kwon et al., 2013, L. Wang et al., 2013)
Mélanome (Hibino et al., 2013, Petersson et al., 2009)
Cancer du célon (Ichikawa et al., 2011, Zhao et al., 2012)
Cancer du pancréas (Ang et al., 2010, Sheikh et al., 2007)
Cancer du foie (Nemeth et al., 2009)

Carcinome de la thyroide (Ito et al., 2005)

Adénocarcinome pulmonaire (Arai et al., 2001)

Lymphome (Hsieh et al., 2003)

Cancer des ovaires (Ott et al., 2003)

Cancer de la peau (Hummerich et al., 2006)

Contrairement aux effets favorisant le développement de cancer, quelques études in vitro ont
démontré des effets pro-apoptotiques de S100A8 et S100A9 sur des lignées cancéreuses
(Nakatani et al., 2005, Yui et al., 2003). Ces effets pro-apoptotiques étaient généralement
dépendants de la chélation d’ions (Nakatani et al., 2005, Yui et al., 1997, Yui et al., 1995, Yui et
al., 2002). Par contre, aucune étude in vivo n‘a permis de mettre en évidence les effets
antitumoraux de S100A8 et S100A9.

5.6.2 Les maladies inflammatoires chroniques et auto-inflammatoires

Les protéines S100A8 et S100A9 ont été initialement découvertes dans les phagocytes infiltrant
le synovium de patients atteints d’arthrite rhumatoide (Odink et al., 1987). Depuis, plusieurs
études ont démontré que les concentrations de S100A8/S100A9 sont fortement augmentées
dans le sérum ainsi que dans les liquides synoviaux de patients souffrant d’arthrite rhumatoide

et de plusieurs autres désordres inflammatoires (Foell et al., 2004a, Foell et al., 2007).
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L’activité de rlarthrite rhumatoide ainsi que la destruction des cartilages sont classiquement
mesurées par la protéine C réactive (CRP) ainsi que les taux de sédimentation d’érythrocytes. I
est intéressant de noter que la corrélation entre les concentrations sériques de calprotectine et
l'activité de la maladie est supérieure a celle des marqueurs classiques (Brun et al., 1992, Brun
et al., 1994b, H. B. Hammer et al., 2007, Kane et al., 2003).

Le développement de l'arthrite expérimentale induite avec des antigénes est associé avec une
augmentation précoce des concentrations de calprotectine sérique. |l s’avére également que
S100A8 et S100A9 s’accumulent au niveau des sites de destruction massive de la membrane
synoviale, supportant leur implication dans I'exacerbation de la pathologie (Youssef et al.,
1999). De plus, les symptébmes associés au développement de l'arthrite comme Tlinfiltration
leucocytaire et la dégradation des cartilages sont de beaucoup réduits dans les souris S100A9™"
(van Lent et al., 2008a, van Lent et al., 2008b). Finalement, l'utilisation d’anticorps neutralisant
anti-S100A9 diminue linfiltration leucocytaire, la production de cytokines inflammatoires au
niveau du sérum et au niveau de larticulation, en plus de préserver I'intégrité du collagéne
(Cesaro et al., 2012). L’arthrite n’est pas la seule pathologie inflammatoire associée avec des
concentrations élevées de protéines S100A8 et S100A9. Les maladies inflammatoires de
lintestin sont d’ailleurs un exemple classique d’une corrélation presque parfaite entre I'activité
de la maladie et la présence de S100A8/A9. La calprotectine est associée a une augmentation
des molécules d’adhésion a la surface des cellules endothéliales ainsi qu’a une augmentation
de la sécrétion de cytokines inflammatoires, corrélant avec une augmentation de la migration
des phagocytes (Foell et al., 2008). Le dosage de la calprotectine fécale est d’ailleurs utilisé
cliniguement comme moyen de diagnostic des maladies inflammatoires intestinales (Mll) (Brinar
et al., 2010, Sipponen, 2013, Waugh et al., 2013).

La forte teneur en calgranulines chez les patients atteints de psoriasis est également bien
documentée (Batliwalla et al., 2005, Benoit et al., 2006, Foell et al., 2003b, Kane et al., 2003,
Mirmohammadsadegh et al., 2000). Chez ces patients, la présence de S100A8 et S100A9 est,
entre autres, associée a une hyper-prolifération et a une différenciation anormale des
kératinocytes (Benoit et al., 2006). De plus, une récente étude suggere que la calprotectine soit
responsable de 'augmentation des niveaux de molécules du complément C3, modulant ainsi le

développement du psoriasis (Schonthaler et al., 2013).

Finalement, I'hypercalprotectinémie, également appelée hyperzincémie, est une pathologie

auto-inflammatoire génétique rare caractérisée par des concentrations de zinc et de
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calprotectine sérique extrémement élevées (généralement supérieur 1.4 a 6.5 g/L de sang). Les
patients atteints de cette pathologie présentent des symptébmes d’inflammation systémique
généralisée, d’hépatosplénomégalie, d’infections récurrentes ainsi que d’'importants problémes
de croissance (Fessatou et al., 2005, Saito et al., 2002, Sampson et al., 2002). De prime abord,
des analyses génétiques de ces patients avaient permis d’exclure les mutations associées aux
promoteurs des genes codant pour S100A8 et S100A9, suggérant qu'un défaut dans la
sécrétion et/ou la production de S100A8 et S100A9 pourrait étre envisageable (Sampson et al.,
2002). Par contre, une étude récente suggére que I'hypercalprotectinémie serait une variante
du syndrome auto-inflammatoire Pyogenic sterile Arthritis with Pyoderma gangrenosum and
Acne (PAPA), associée a une mutation du géne PSTPIP-1 (D. Holzinger et al., 2013a).

Le Tableau 9 résume les principales pathologies inflammatoires ainsi que les infections

associées a des concentrations élevées de calgranulines.
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Tableau 9: Présence de calgranulines dans différentes pathologies inflammatoires

Pathologies inflammatoires

Références

Inflammation pulmonaire

Fibrose kystique

(Barthe et al., 1991, Clohessy et al., 1996, Golden et al.,
1996, Hayward et al., 1987, Renaud et al., 1994, Tirkos
et al., 2006)

Syndrome de la détresse respiratoire aigué

(Foell et al., 2007, Lorenz et al., 2008)

Maladie pulmonaire obstructive chronique

(Lorenz et al., 2008)

Asthme

(Yang et al., 2007)

Fibrose idiopathique chronique

(Bargagli et al., 2011)

Inflammation des articulations

Arthrite rhumatoide

(Berntzen et al., 1991a, Berntzen et al., 1991b, Brun et
al., 1992, Brun et al., 1994b, Foell et al., 2003b, Liao et
al., 2004, Madland et al., 2002, Odink et al., 1987,
Youssef et al., 1999, Zwadlo et al., 1988)

Arthrite psoriasique

(Batliwalla et al., 2005, Kane et al., 2003)

Arthrite idiopathique juvénile

(Foell et al., 20044, Foell et al., 2004b, Frosch et al.,
2003)

Goutte

(Ryckman et al., 2003a)

Spondylarthrite

(Kruithof et al., 2006)

Inflammation de la peau

Psoriasis

(Benoit et al., 2006, Broome et al., 2003,
Mirmohammadsadegh et al., 2000, Schonthaler et al.,
2013, Semprini et al., 2002)

Inflammation de l’intestin

Maladie de Crohn et colite ulcéreuse

(Brinar et al., 2010, Costa et al., 2003, de Jong et al.,
2006, Foell et al., 2008, Kaiser et al., 2007, Lawrance et
al., 2001, Lugering et al., 1995, K. W. Schmid et al.,
1995)

Inflammation du cerveau

Alzheimer (K. A. Chang et al., 2012, Shepherd et al., 2006)
Sclérose en plaques (Floris et al., 2004)
Ischémie (Postler et al., 1997)

Maladies auto-immunes

Lupus érythémateux

(Frosch et al., 2004, Lood et al., 2011)

Maladie de Kawasaki

(Ebihara et al., 2005, Foell et al., 2003a, Hirono et al.,
2006)

Syndrome de Sjégren

(Brun et al., 1994a, Cuida et al., 1996)

Pathologies auto-inflammatoires

Syndrome périodique associé a cryopyrine

(Lachmann et al., 2009, Wittkowski et al., 2011)

Fievre familiale méditerranéenne

(Kallinich et al., 2010, Wittkowski et al., 2008)

Hypercalprotectinémie

(Fessatou et al., 2005, Sampson et al., 2002)

Syndrome de Marshall (PFAPA)

(Kolly et al., 2013)

Infections

VIH

(Hashemi et al., 2001, F. Muller et al., 1994, Ryckman et
al., 2002, Strasser et al., 1997)

Staphylococcus spp.

(Herndon et al., 2003, Russell, 2008)
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Hypotheses du projet de recherche

Nous nous sommes précédemment intéressés aux réles des protéines S100A8 et S100A9 dans
la physiologie des neutrophiles. Les résultats précédents ont permis de démontrer un réle
important de ces protéines dans la physiologie des phagocytes, en particulier du neutrophile.
S100A8 et S100A9 affectent plusieurs fonctions des neutrophiles. En effet, S100A8 et S100A9
sont chimioattractantes et augmentent I'adhésion des neutrophiles (Ryckman et al., 2003b). De
plus, mes travaux de maitrises ont permis de démontrer que S100A9 induisait également la
libération des vésicules sécrétoires et des granules spécifiques/gélatinases des neutrophiles via
I'activation de plusieurs voies signalétiques clées comme les MAPK p38 et JNK (Simard et al.,
2010). Les granules des neutrophiles sont un important réservoir de récepteurs cellulaires
participant activement au processus de phagocytose. Ces résultats nous suggérent donc que

S100A9 pourrait moduler la fonction de phagocytose des neutrophiles humains. Or, nous

émettons I'hypothése que S100A9 aurait un réle important a jouer dans la phagocytose des

neutrophiles humains. De plus, plusieurs résultats préliminaires suggérent que S100A8 et

S100A9 pourraient jouer un réle clé dans la libération de cytokines inflammatoires chez les
neutrophiles et les cellules mononuclées du sang périphérique. Nous émettons ainsi_une

deuxieme hypothése de travail: S100A8 et S100A9 joueraient un rble important dans la

libération de cytokines inflammatoires des neutrophiles et des cellules mononuclées du sang

périphérigue.
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Objectifs du projet de recherche

Objectif 1: Caractériser le réle des protéines S100A8 et S100A9 dans
la phagocytose et la production de réactifs oxygénés chez le
neutrophile humain

On retrouve plusieurs études dans la littérature qui ont associé les protéines S100A8 et S100A9
a l'activation de la NADPH oxydase via une interaction directe avec ce complexe protéique. Par
contre, aucune d’entre elles ne s’est intéressée aux roles extracellulaires de S100A8 et S100A9
dans l'activation de la NADPH oxydase et dans la génération d’espéces réactives de I'oxygéne.
De plus, le role de ces protéines dans la capacité phagocytaire des neutrophiles demeure
encore inconnu. Par conséquent, nous avons voulu déterminer les roles de S100A8 et S100A9
dans la production de réactifs oxygénés et dans la phagocytose des neutrophiles humains. Le
réble de certaines voies signalétigues dans le processus phagocytaire sera également

investigué.
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Objectif 2: Caractériser le réle des protéines S100A8 et S100A9 dans
la production de cytokines par les cellules mononucléées du sang
périphérique

La production de cytokines est une étape déterminante dans I'établissement d’'une réponse
immunitaire efficace. De plus, certains résultats préliminaires du laboratoire suggéraient que les
protéines S100A8 et S100A9 pourraient moduler la production de cytokines et de chimiokines
par les cellules mononucléées du sang périphérique. D’autres résultats personnels nous
indiquaient que ces protéines pourraient également moduler I'activation de NF-«kB, un facteur de
transcription impligué dans la régulation de genes inflammatoires. Or, nous avons voulu
déterminer le rble spécifigue de S100A8 et S100A9 dans la production de cytokines et de

chimiokines ainsi que le role du facteur de transcription NF-kB dans ce processus.
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Objectif 3: Caractériser le role des protéines S100A8 et S100A9 dans
la production d’IL-8 chez le neutrophile humain

Des expériences préliminaires ont permis de mettre en évidence que les protéines S100A8 et
S100A9 ne modulaient pas directement la libération de cytokines par les neutrophiles humains.
Par contre, S100A8 et S100A9 ont démontré d’excellentes propriétés immunomodulatrices
telles que la chimiotaxie, la dégranulation et la migration des neutrophiles. Ainsi, hous avons
voulu déterminer le réle de S100A8 et S100A9 dans la modulation de la production d’IL-8 ainsi

que l'implication de différents facteurs de transcription dans ce processus.

78



SECTION 2: ARTICLES SCIENTIFIQUES

79



Article 1

Titre

Damage-Associated Molecular Pattern S100A9 increases bactericidal activity of human
neutrophil by enhancing phagocytosis

Auteurs

Jean-Christophe Simard, Marie-Michelle Simon, Philippe A. Tessier et Denis Girard

Publié dans la revue

Journal of Immunology. 2011 Mar 15;186(6):3622-31.

Contributions personnelles

J’ai personnellement réalisé toutes les expériences de ce papier. De plus, j’ai participé au

design des expériences et rédigé le papier en bonne partie.

Contributions des autres auteurs

M-M Simon a participé aux expériences de bactéricidie. P.A Tessier et D. Girard ont participé a

la planification des expériences ainsi qu’a la rédaction du papier.

80



Résumé de I'article 1 en frangais

Le motif moléculaire associé au dommage S100A9 augmente I’activité bactéricide des

neutrophiles humains en augmentant la phagocytose

Le motif moléculaire associé au dommage S100A9 est retrouvé au site inflammatoire dans les
cas d’infections et de différentes maladies auto-immunes. Cette protéine est libérée en grande
guantité dans le milieu extracellulaire par les neutrophiles et les monocytes activés en réponse
a divers agents. Cette protéine pro-inflammatoire est retrouvée dans les muqueuses infectées
et les abcés agit comme agent activateur du neutrophile. Dans cette étude, nous avons
examiné le réle de S100A9 dans le contréle des infections. S100A9 a augmenté [l'activité
bactéricide des neutrophiles humains envers Escherichia coli. Bien que S100A9 provoque
'accumulation d’espéces réactives de I'oxygéne via I'activation de la NADPH oxydase, I'effet
microbicide a été induit principalement par 'augmentation de la phagocytose. Etonnamment,
I'effet de S100A9 ne dépendait pas de 'augmentation du CD16, CD32 ou CD64, indiquant que
I'effet sur la phagocytose dépendante des récepteurs Fc est indépendant de 'augmentation de
I'expression des récepteurs Fcy. Toutefois, I'effet de S100A9 sur 'activité phagocytaire requiert
la phosphorylation de Erkl1l/2, Akt et Syk. Mis en commun, ces résultats démontrent que
S100A9 stimule l'activité microbicide du neutrophile en provoquant une augmentation de la

phagocytose.
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Damage-Associated Molecular Pattern S100A9 Increases
Bactericidal Activity of Human Neutrophils by Enhancing

Phagocytosis

Jean-Christophe Simard,* Marie-Michelle Simon,* Philippe A. Tessier,

and Denis Girard*

The damage-associated molecular-pattern S100A9 is found at inflammatory sites in infections and various autoimmune diseases. It
is released at very high concentrations in the extracellular milieu by activated neutrophils and monocytes in response to various
agents, This proinflammatory protein is found in infected mucosae and tissue abscesses where it acts notably as a potent neutrophil
activator. In this study, we examined the role of S100A9 in the control of infections. S100A9 was found to increase human neutrophil
bactericidal activity toward Escherichia coli. Although S100A9 induced the accumulation of reactive oxygen species over time
through the activation of NADPH oxidase, its antimicrobial activity was mediated mainly by enhancing the efficiency of neutrophil
phagocytosis. Interestingly, S100A9 did not act by increasing cell surface expression of CD16, CD32, or CD64 in neutrophils,
indicating that its biological effect in FcR-mediated phagocytosis is independent of upregulation of FeyR levels. However, S100A9-
induced phagocytic activity required the phosphorylation of Erk1/2, Akt, and Syk. Taken together, our results demonstrate that
S100A9 stimulates neutrophil microbicidal activity by promoting phagocytosis. The Journal of Immunology, 2011, 186: 3622-3631.

eration of reactive oxygen species (ROS) or antimicro-

bial peptides stored in granules (1). Phagocytosis occurs
through direct binding of bacteria and is facilitated by opsoniza-
tion with Ig (2) or complement components (3). This is an active
process that requires the reorganization of the actin cytoskeleton
(4) and signal transduction from the cell membrane (5). Addi-
tionally, recognition and phagocytosis of invaders often induces
the production of ROS. Although the major source of ROS in
phagocytes is NADPH oxidase activation, mitochondria and
cyclooxygenase enzymes are also responsible for the production
of oxygen species (6).

Among the various molecules produced by phagocytes after
pathogen recognition, the recently identified damage-associated
molecular patterns S100A8 (MRP8), S100A9 (MRP14), and
S100A12 (MRP6) are increasingly gaining interest. These proteins
are highly expressed in neutrophils, representing close to 40% of
total cytoplasmic proteins (7). Their expression is also inductible
by multiple factors in monocytes (8), macrophages (9). and en-
dothelial cells (10). These proteins are liberated as homo- or
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heterodimers after phagocyte activation (11), cell necrosis, or by
the formation of neutrophil extracellular traps (12), where they act
as danger signals for the organism presumably by activating TLR4
(13) or the receptor for advanced glycation end products (14).

There is a correlation between chronic inflammatory discases
and high concentrations of SI00A8, S100A9, and S100A12. Their
role in pathogenesis or in exacerbation of diseases such as rheu-
matoid arthritis and inflammatory bowel diseases are becoming
more and more apparent (15, 16). For instance, Loser and et al,
(17) have recently demonstrated a key role for S100A8 and
S100A9 in the development of autoreactive CD8 T cells in a lupus
model. Additionally, we and others have demonstrated important
roles for these proteins in neutrophil activation and migration
toward inflammatory sites. For instance, SI00AS8, S100A9, and
S100A12 are chemotactic for neutrophils and promote their ad-
hesion to fibrinogen, whereas S100A9 induces adhesion to fibro-
nectin and vitronectin matrices via activation of B integrins (18—
21). More recently, we demonstrated that S100A9 induces neu-
trophil degranulation, corroborating the important role of this pro-
tein in general phagocyte biology and migration (22).

S100A8, S100A9, and S100A12 are highly expressed in tissue
abscesses and infected mucosae (23-27) where they are presumed
to exert major roles in the control of infection by chelating Zn™*
and other ions (28). Additionally, S1I00A8/A9 heterodimers (=
calprotectin) are crucial for the clearance of infection after chal-
lenge with Candida albicans (12). In contrast, blockade of S100AS
and S100A9 with neutralizing Abs inhibits phagocyte migration
to the alveoli in a mouse model of streptococcal pneumonia
(29). Taken together, these results suggest an essential role for
S100A9 in the control of infection both in the recruitment of
necutrophils and in the control of microbial growth. However, the
mechanism of action of these proteins during infection remains to
be clarified.

In this study, we investigated the role of S100A9 in acute in-
fection by examining its cffect on the antibacterial functions
of neutrophils. We report that S100A9 increases the bactericidal
activity of human neutrophils. Although S100A9 induced ROS
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accumulation over time through NADPH oxidase activation, that
damage-associated molecular pattern protein mainly mediated its
cffect by increasing the rate of neutrophil phagocytosis via the
activation of Syk, PI3K/Akt, and Erk1/2. These results further
support a crucial role for S100A9 in the control of microbial in-
fection.

Materials and Methods

Reagenis

Human recombinant SI00AS, S100A9, and S100A12 were produced as
previously described (20, 30) and found to contain <1 pg endotoxin/pg
protein. PD98059, SB203580, piceatannol, PMA, and superoxide dis-
mutase (bovine erythrocytes) were purchased from Sigma-Aldrich (St
Louis, MO). JNK inhibitor IT and UD126 were p d from Calbioch
(San Diego, CA). Wor in and Syk int (Syki) Il were obtained
from EMD Biosciences (San Diego, CA). Mouse IgGl isotype-FITC,
mouse anti-human CD16-FITC, mouse anti-human CD32-FITC, and mouse
anti-human CD64-FITC were all obtained from BD Biosciences (San
Diego, CA). SRBCs were purchased from Quelab (Montreal, Québec, Can-
ada), Luria-Bertani broth (Lennox) and Luria-Bertani agar (Lennox) were
obtained from BD Difco (Franklin Lakes, NJ). Fluoresbrite YG carbox-
ylate microspheres (1.75 pm) were bou; }hl from Polysciences (Warrington,
PA). Anti-phospho-specific Akt (Ser*™) clone DIE, Syk (lyé”““) and
anti-total form of Akt Abs were purchased from Cell Signaling Tech
(Danvers, MA) Anu-phospho q)euﬁc umrz and anti- phosphomnne Abs

were 1 from Bi | (Camarillo, CA). Rabbit
polyclonal Erk1/2 and anti-phospho-specific tyrosine Abs were obtained
from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). Mouse monoclonal Syk
Ab (clone 4D10), as well as goat polyclonal anti-p47™** (C-20) and rabbit
polyclonal anti-p47"™* (H-195) Abs, was obtained from Santa Cruz Bio-
technology (Santa Cruz, CA). 5-(and-6)-Carboxy-2',7'-dichlorodihydro-
fluorescein diacetate (carboxy-H2DCFDA), MitoSOX Red mitochondrial
supemnde mdxcator, Escherichia coli (K-12 strain), Alexa Fluor 488

and phalloidin-Alexa Fluor 568 were obtained from Invitrogen/

Molecular Probes (Camarillo, CA). CaCl, was purchased from Fisher
Scientific (Fair Lawn, NJ), Cytochrome ¢ (horse heart) was obtained from
ICN Biomedicals (Aurora, OH). GM-CSF was obtained from PeproTech
(Rocky Hill, NI). E. coli MG1655 strain was a gift from Prof. Eric Déziel
(Institut National de la Recherche Scientifique—Institut Armand-Frappier,
Laval, Québec, Canada).

Neautrophil isolation

N:utmphlls were ltolnlcd from venous blood of healthy volunteers by
! 1 by centrifugation over Ficoll-Hypaque
cushions (Pharmacia Blolech. Québec, Québec, Canada) as described pre-
viously (22). Blood were obtained from inf d
individuals 2 to institutionally approved procedures. Cell viability
was monitored by trypun blue exclusnon and found to be consistently
>=98%. Cell purity (>98%) was monitored by cytology from cytocentri-
fuged preparations treated with Wright-Giemsa stain {Fisher Scientific,
Ouawa, Ontario, Canada). Cell visbility was systematically evaluated be-
fore and after each treatment and was always =98%. Neutrophils were re-
suspended at 10 X 10° cells/ml in HBSS (1X) unless specified.

Phagocytosis of SRBCs

SRBCs were opsonized with a 1:200 dilution of a rabbit IgG anti-SRBC Ab
(Sigma-Aldrich) for 45 min at '47°C as published (31). Neulmpluls were
treated 30 min with the indi and then incubated in a 1:5 ratio
of opsonized SRBCs for 30 min at {37°C. In some experiments, cells were
uealed with specxﬁc inhibitors as indicated. Cells were washed twice after

bation with inhibi After incubation with SRBCs, the samples were
centrifuged at 200 X g for 10 min at 4°C. Supernatants were discarded and
an osmotic shock was performed on the pellets by resuspending the cells
with 400 pl H;O for 15 s, followed by the addition of 4.5 ml PBS. The
samples were then washed twice and the final pellets were suspended in
100 pl PBS, Phagocylosis is exp 1 as the p ge of phil.
having ingested at least one opsonized SRBC or phils having
ingested two or more opsonized SRBCs (phagocytosis index). GM-CSF
(65 ng/ml) was used as a positive control (32).

Phagocytosis of latex microspheres or Alexa Fluor 488-labeled
E. coli

Phagocytosis was 1 by flow cy y using FITC-labeled latex
microspheres or Alexa Fluor 488 conjugate E. coli. Cells were stimulated
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with the indicated agonists at 37°C for 30 min before incubation with latex
beads or serum-opsonized E. coli. Cells were then centrifuged and su-
was di ded. Beads or b 1a (10:1 ,.' 1) were diluted
m HBSS and were then added to neutrophils. After 30 min, latex beads or
bacteria that were not uptaken by the cells were washed twice with PBS
and removed by centrifugation onto a 4,5-ml gradient of RPMI 1640
medium containing 5% BSA. Latex beads or bacteria remaining at the
surface were then removed and cells located in the pellet were quenched
with trypan blue. Afier three washes, cells were suspended in 500 pl PBS
for analysis. Cellular phagocytosis was itored by flow cy v at
525 nm. A negative control was performed in parallel by incubating cells
with latex beads or bacteria at 4°C instead of 37°C. Phagocytosis of latex
mncmsphem.s and Alexa Fluor 488 conjugme E. coli were exptemxl as the
difference in the mean fi y (AMFI) d
37°C (uptake at 37°C) and 4°C (uptake at 4 C) (33),

Cell surface expression of CDI6, CD32, and CD64

Cell surface expmtswn of CD16, CD32, and CD64 was monitored by flow

phils were pended in a final volume of 100 pl
followmg ddition of ists. After stimulation, the cells were centri-
fuged and washed twice . with cold PBS. Nonspecific binding of Abs was
prevented by incubating cells with PBS plus 20 decomplemented human
autologous serum for 30 min on ice. After several washes with PBS, the
cells were incubated with FITC-coupled Abs (CD16, CD32, CD64, or 1gG
isotype) for 30 min on ice. After three washes, the cells were resuspended
in PBS for FACS analysis on a BD FACScan app (BD Biosci )

Immunoprecipitation

Polymmphonuclear leukocytes (7 X 10° cells/condition) were treated with
the i 2 for the indicated period of time at 37°C, centrifuged,
and lysed in nondenaturing cold lysis buffer (50 mM Trs-HCI [pH 7.4],
100 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.01% SDS 1 mM orthovanadate, 1 mM
PMSE, 10 pg/ml trypsin inhibi in, and p ) for 1
h on ice and sonicated three times for 20 s, The Iysales were premcubaled
with protein G-Sepharose (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). After
1 h, samples were centrifuged to remove Sepharose beads and then in-
cubated with 2 pg/ml goat anti-human p47"** a1 4°C with gentle agitation
overnight. Protein G-Sepharose was then added for 4 h with gentle agi-
tation at 4°C. The solid matrix was collected and washed three times with
lysis buffer before adding an equivalent volume of sample buffer. The
samples were then boiled at 100°C for 10 min. Immunoprecipitates were
clectrophoresed on an SDS-polyacrylamide gel, followed by Western blot
analysis,

Western blot analysis

N hils (40 > 10° cells/ml in RPMI 1640 supplemented with 25 mM
HEPES 100 U/ml pemcnllm, and 100 pg/ml streptomycin) were stimu-
lated with PMA (107 M) for 5 min, GM-CSF (65 ng/mi) for 10 min, and
with S100A9 (40 pg/ml) or the diluent HBSS for 1-60 min at 37°C. In
some experiments, cells were pm'ncubaled for 30 min at 37°C with the
following inhibi (10 nM), pi 1 (30 uM), Syka I (1
uM), PD98039 (5 uM). or UOI26 (5 uM) At the end of the incubation
period, the cells were lysed in 4X Laemmli's sample buffer (0.25 M Tnis-
HCI [pH 6.8], 8% SDS, 40% glycerol, and 20% 2-ME), and aliquots of
extracts wmspomhng ) l X 10” cells were loaded onto 10% SDS-PAGE
and ferred to b for the d ion of p-Syk,
Syk. p-Akt, Akt, p—Erkle ErkllZ. and p-Tyr. For detecting the phos-
phorylated form of p47""™, p47™** immunoprecipitates were electro-
phoresed onto a IS% SDS PAGE gel and transferred to polyvinylidene
fluoride b were blocked for 1 h at room temperature
in TBS-Tween containing 5% nonfat dry milk or 3% BSA. After washing,
the ami—phmpho-sp:ciﬁc Syk, Erk1/2, and Akt Abs were added at a final
dnhmon of (1:1000) in TBS- Tween 0.15% comalmng 3% BSA. The anti-
ific Ab di i against jues and the Ab against
total Syk were added at a final concentration of 1:4000. Anti-phospho-
ific serine Ab was added at a final concentration of 1:750. A dilution
of 1:1000 in 3% BSA was used for total Akt Ab. The membranes were kept
overnight at 4°C, then washed with TBS-Tween and incubated for | h at
Toom tempemlure wnh a goat anti-rabbit IgG HRP secondary Ab (Jackson
hl ies, West Grove, PA) diluted 1:20,000 in TBS-
Tween plus 5% nonfat dry milk, or & goat anti-mouse IgG HRP secondary
Ab (Jackson ImmunoResearch Laboratories) diluted 1:20,000 in TBS-
Tween plus 5% nonfat dry milk followed by several washes. Protein ex-
pression wis re\'ealed using an ECL Western blo( :malysus detection system
(Amersham Biosci ). Memb were stripped and reprobed to con-
firm equal loading of proteins.
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Preparation of bacteria

B: ia were p ially as previously described (34), with few
maodifications. Bneﬂy, E. coli MG1655 was grown overnight in a shaking
incubator at 37°C. Bacteria were centrifuged at 1000 X g for § min and
washed twice with PBS. The final pellet was resuspended in HBSS and the
i of‘ ia was calculated by measuring the OD at 550 nm
using an d dard curve. B: 'wm, ized by sus-
pending 1 % 10° CFU in 1 ml HBSS containing 10% autologous serum
and by rotating the solution end over end for 20 min at 37°C.

One-siep and wo-step killing assay

To measure neutrophil bactericidal activity, a one-step assay was used in
which phils were not sey d from gested bacteria (34).
Neutrophils (3 % 10 cells) were stimulated with 40 pg/ml S100AS,
S100A9, S100A12, or the equivalent volume of the diluent (HBSS) for 30
min at 37°C with end-over-end rotation. For some experiments, cells were
pretreated with the p38 pharmacological inhibitor (5 pM SB203580) for
30 min at 37°C. In a separate assay (control), the cells were replaced with
the equivalent volume of HBSS, thus allowing the direct measurement of
the starting number of bacteria, their growth over the time course, any
gative impact of of and dilution in water, and all the possible
effects of S100 proteins on bacterial growth. The reaction was started by
adding 3 X 107 opsonized bacteria (1 X 10® bacteria/ml) and incubated for
various periods of time at 37°C, Fifty-microliter aliquots were removed at
10, 20, and 30 min and diluted into 2.45 ml H,0 with one drop of 1 mM
NaOH (pH 11). Neutrophils were lysed for 5-10 min at room temperature,
then vortexed vigorously for 10 s to disperse bacteria. Each sample was
diluted further into water (pH 11) and spread on Luria-Bertani agar plates
at ~100-150 CFU per plate in chphcale Plales were incubated overmghl
at 37°C and the bers of col d were d. R were
expressed as percentage of survival. This killing assay provided a com-
posite measure of both phagocytosis and killing. For the two-step assay,
50-pl samples were taken from at 10, 20, and 30 min and diluted with 950
pl ice-cold PBS to stop phil activity. Samples were centrifuged at
100 X g for 5 min at 4°C. Supernatants were collected and pellets were
washed twice with ice-cold PBS while pooling the supernatants (unin-
gested bacteria). The pellets were then resuspended in 2.5 ml H,O (pH 11).
Neutrophils were lysed for 10 min and then vortexed to disperse bacteria
(ingested bacteria). Each sample was diluted further into water. Pellets and
supernatants were spread separately on Luria-Bertani agar plates at ~100—
150 CFU per plate (i.e., two plates were used for each sample). Plates were
incubated overight at 37°C and the number of colonies formed was
counted. Colony counts were converted to original bacterial densities by
multiplying with the appropriate dilution factor. Growth adjustment,
phagocytosis rate constant (KP), and killing rate constant (K,) values were
calculated according to the formula described by Green et al. (34),

Detection of intracellular and mitochondrial ROS

Cells were ded in HBSS 10 uM CM-H2DCFDA or 10
uM hondrial ide indi MitoSOX at 1 X 107 cells/ml for
lS min nl 37°C. Cells were then washed twice with PBS before b:mg
bated in the pres or ab of SIODAY (40 pg/ml) for the in-
dicated period of time. PMA (1077 M) was used as a positive control. For
some experiments, S100A9-stimulated cells were incubated with opson-
ized SRBC» as phagocyut. sumul: and ROS production was measured for
the i iods of time. Fh was rded using a FACScan.

4

ROS production was expressed as MFL

Detection of extracellular O;

S idk duction was itored by the red: of ferrocytochrome
(3 ns prevuously reported (35, 36) with few modifications. Bneﬂy. neu-
{1 X1 lis‘ml) were ded in HBSS (suppl d with

1. 6 mM CaCly) with or without 10 pg/ml superoxide dismutase with 150
WM ferrocytochrome ¢ for 5180 min at 37°C in the presence of 40 pgiml
S100A8, S100A9, S100A12, buffer, diluent, or PMA (10~7 M). The re-
duction of ferrocytochrome ¢ was monitored at 550 nm, and the concen-
tration of superoxide anions (O, ) produced was calculated from the
difference between corresponding wells either with or without supcroxld:
dismutase using a molar coefficient extinction of 21,1 1 mol " em ™.

Immunofluorescence microscopy

Following phagocytosis of Alexa Fluor 488-labeled E. coli, as described
before, cells were washed twice in ice-cold PBS and then cytocentrifuged
on glass ¢ ps (Fisher fic). Cells were fixed and permealized in
3% paraformaldehyde plus 0.1% digitonin at room temp for 20 min.
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After three washes, cells were incubated with 2 U phalloidin-Alexa Fluor
568 at 37°C for 30 min to detect F-actin filaments. After three washes,
coverslips were d with Vectashield plus DAPI (Vector Laboratories,
Burlington, Ontario, Canada). Fluorescent-labeled cells were captured
from high-power field (X400) and observed with a Leica microscope
equipped with an ebq 100 de eplﬂuorescem condenser. Images were taken
with a Cooke Sensi high-p e (Applied Scientific In-
strumentation) coupled to the Image-Pro Plus program (version 4.0; Media
Cybemetics).

Statistical Analysis

Expeni | data are exp | as means = SEM. chealcd-m:usum
ANOVA {Dunnett multiple-comparison test) were performed usmg Gmph
Pad Pnsm (version 5.01). Diff were lly sig-
nificant as follows: *p = 0.05, **p = 0.01, and ***p = 0.005 versus bulrer
or the appropriate diluent. Densitometric analyses were performed using
Quantity One, version 4.6.6 (Bio-Rad, Hercules, CA).

Results
S100A9 induces ROS production through NADPH oxidase
activation

Neutrophils are key components of innate immunity against bac-
terial infections. In addition to sensing invading pathogens. neu-
trophils have developed efficient mechanisms for extracellular
killing and for processing of phagocytized bacteria, One of the key
mechanisms involved in bacterial killing is the production of ROS,
which can occur through NADPH oxidase activation or triggered
by an alteration of the mitochondria transmembrane potential in
response to diverse stimuli (1). Because S100A9 is secreted during
infections and is a potent neutrophil agonist, we investigated its
effect on neutrophil bactericidal activity through the production
of ROS. As shown in Fig. 1. S100A9 induced a significant in-
tracellular accumulation of ROS over time (Fig. 14), but little or
no accumulation of O, in the extracellular medium (Fig. 1B).
This contrasts with the rapid burst of ROS detected when neu-
trophils were stimulated with PMA. which occurred both in the
intracellular and extracellular compartments (Fig. 14, 1B). Unlike
S100A9, SI00AS or SI00A12 had no effect on ROS production
even when neutrophils were stimulated for longer periods of time
(Fig. 1B. inser). Because S100A8/A9 was previously found to
induce mitochondrial ROS production in cancer cells (37), we
then investigated the origin of ROS in S100A9-induced neu-
trophils. Based on our results, SI00A9, as well as S100A8 and
S100A12, do not induce damage in mitochondria since no O,
has been detected in S100A-stimulated neutrophils compared with
PMA-treated cells (Fig. 1C). We next investigated whether the
observed ROS production in S100A9-primed ncutrophils was
from the activation of NADPH oxidase. For this purpose, we
measured the phosphorylation of p47°"*, which is the initial step
in the activation of the enzyme. We demonstrated in this case that
signaling cascade triggers by S100A9 led to phosphorylation of
p47"™* suggesting an activation of NADPH oxydase (Fig. 1D).
Uptake of phagocytic stimuli often triggers the activation of
NADPH oxidase and ROS production to kill pathogens. Accord-
ing to our previous data, we were interested to know whether
S100A9-primed neutrophils can further produce ROS in response
to phagocytic stimuli. Interestingly, S100A9-primed neutrophils
have an increased capacity to generate ROS in response to op-
sonized SRBCs (Fig. 1E), suggesting that the bactericidal activity
of those cells is more powerful.

S100A9 increases neutrophil bactericidal activity

ROS production is associated with neutrophil bactericidal activity
(38. 39), and patients with deficiency in NADPH oxidase com-
ponents suffer from repeated bacterial infections (40). Because we
demonstrated that SI00A9 induces an accumulation of intracel-
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FIGURE 1. ROS lation over time via NADPH oxidase activation in human neutrophils. Production of reactive
oxygen species was assessed by (A) oxidation of carboxy-H2DCFDA, (B, E) red of ferrocytoch ¢, and (C) oxidation of mitochondrial superoxide
indicator, as described in Marerials and Methods. Cells were incubated in the presence of buffer (Ctrl), diluent (0.1% DMSO), or 40 pg/ml S100AS,
SI00A9, or SI00A12, or 10”7 M PMA for 5-180 min (A, inset in B and C) or 30 min (B). Results are from one experiment representative of four others (A,
m.rel in 8 and €). NADPH oxidase activation was determined based on p47”** phosphorylation by immunoprecipitation (IP) of pd7™™ followed by

blotting with an anti-phosph Ab, as described in Materials and Methods. Cells were treated in the presence of buffer (Ctrl), 40 pg/ml
S100A9 for 60 min, or 1077 M PMA for 5 min. E, Cells were treated with buffer (Curl) or SI00A9 before being stimulated with opsonized SRBCs. Data

Mitochondrial
ROS Production
(MF1)

Densimetry (Tested/Ctri)
L
ROS Production

S100A9 ind i Hul

represent the mean = SEM of at least three experiments performed on cells from different donors (B, D, E).

lular ROS and increases the oxidative burst in response to a
phagocytic stimulus, we next investigated the possibility that it
could potentiate neutrophil bactericidal activity. As illustrated in
Fig. 2, S100A9-primed neutrophils showed an enhanced capacity
to kill E. coli as early as 10 min after incubation with bacteria, and
this effect was sustained over time. Again, this effect was re-
stricted to S100A9, as other S100 profeins failed to potentiate
neutrophil bacterial killing (Fig. 2), Because this assay does not
discriminate between phagocytosis and Killing, we next proceeded
10 a two-step assay, allowing the distinction between intracellular
killing (phagocytosis) and extracellular Killing. As shown in Fig.
3A, cells treated with S100A9 showed more intracellular bacteria
after 10 min as compared with control. Intracellular and extra-
cellular bacteria analyses allowed the determination of X, and K.
Interestingly, S100A9 increased the K, of neutrophils, but had
no effect on their Ky (Fig. 3B). The concentration of S100AS,
S100A9, and S100A12 uscd in our study had no cffect on E. coli
growth (data not shown). This is in agreement with a previous
study showing that higher concentrations of SI00AB/A9 were
required to inhibit E. coli growth (41). Because we previously
demonstrated that S1I00A9 induced the degranulation of human
neutrophils mainly through activation of the MAPK p38 (22) and
that released granules can have antimicrobial activities, we tested
the involvement of this pathway in S100A9-induced extracellular
killing. Interestingly, inhibition experiments revealed that this
pathway is not involved in overall SI00A9-treated ncutrophil
bactericidal activity (Supplemental Fig. 1),

85

S100A9 increases FcR-mediated phagocytosis

Because exposure to S100A9 increased K, in neutrophils, we then
investigated how S100A9 modulates this process. Phagocytosis
in neutrophils and macrophages generally occurs via two major
distinct mechanisms, namely complement receptor-dependent and
Fc receptor-dependent pathways (42). Accordingly, we first ex-
amined the effect of S100A9 pretreatment on FcR-mediated
phagocytosis through the uptake of IgG-opsonized SRBCs (Fig.

1004
e Ctd
- & S100A8
-+ S100A9
® = S100A12
2 %9
£
R*
204
0 10 2 30
Time (min)
FIGURE 2. SI00A9 i human phil bactericidal activity.
Killing of E. coli was evaluated by & tep assay, as described in

Materials and Methods. Cells were incubated in the presence of buffer
(Ctrl) or 40 pg/ml S100A9, S100A8, or SI00AI12 for 10-30 min before
incubation with E. coli. Data represent the mean = SEM of four experi-
ments performed on cells from different donors,
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FIGURE 3. S100A9 increases in- A B
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4) Treatment with SI00A9 increased not only the phagocytosis
rate (one or more SRBCs) (Fig. 4A4), but also the phagocytosis
index (three or more SRBCs/cell) (Fig. 4B). Interestingly, the
cffect of S100A9 was stronger than the positive control, GM-CSF
(32, 43). Although concentrations of 40-100 pg/ml S100A9 were
found to be optimal. concentrations as low as 1 pg/ml showed
a significant effect on phagocytosis (Fig. 4C).

Because S100A9 induces neutrophil degranulation and FeyRIIT
(CD16) is a known component of neutrophil granules (44), we
next investigated the cell surface expression of FcyRs. Fig. 5
shows that CD16 was not significantly increased in cells treated
with S100A9 as compared with unstimulated cells. Additionally,
S100A9 had no effect on either CD32 or CD64 cell surface ex-
pression,

S100A9 increases complement receptor-mediated phagocytosis
in human neutrophils

Next, we determined whether the effect of S100A9 was restricted to
FeR-mediated phagocytosis. We thus investigated the possibility
that this protein might also modulate compl receptor (CR)-
mediated phagocytosis. First, the internalization of FITC-labeled
microspheres was examined by flow cytometry. Exposure of
neutrophils to S100A9 markedly increased the uptake of FITC-
labeled microspheres as compared with untreated cells. More than
61% of neutrophils had intemalized at least five latex beads
compared with 35% in buffer-treated cells (see markers in Fig.
64). To further support these findings, we evaluated the effect of
S100A9 on the uptake of E. coli incubated in the presence of
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serum. Again, S100A9 markedly increased the internalization of
bacteria based on flow cytometry (Fig. 6B) and immunofluores-
cence microscopy experiments (Fig. 6C). Thercfore, stimulation
of ncutrophils with S100A9 enhances phagocytic processes in-
dependently of the receptors used to engulf opsonized Ags.

SI00A9 induces phosphoryl

Phagocytosis and bacterial killing are complex processes invol-
ving, among other things, cytoskeleton reorganization (4) and phos-
phorylation of different proteins, including the Syk tyrosine kinase
(45), PI3K/Akt, and Erk1/2 (46). Consequently, phosphorylation
events were evaluated in S100A9-stimulated neutrophils. S100A9
induced a strong phosphorylation of total tyrosine residues after
30 min (Fig. 7A). Phosphorylation was sustained and further in-
creased after 60 min. Among phosphorylated targets, S100A9
induced the phosphorylation of Syk. This phosphorylation was
reversed by two Syk inhibitors, namely piceatannol and Syki 11
(Fig. 7B). Additionally, neutrophils treated with ST00A9 displayed
increased levels of phosphorylated Erk1/2 (Fig. 7C) and Akt (Fig.
7D). S100A9-induced Erk1/2 phosphorylation was partially re-
versed by preincubation with the MEK inhibitors PD98059 and
U0126, whereas Akt phosphorylation was completely inhibited by
wortmannin.

events in h neutrophils

S100A9 enhances human neutrophil phagocyitosis by a
Syk-, Erkl1/2-, and PI3K/Akt-dependent mechanism

To further decipher the mechanisms of action of SIO0A9. we next
examined the involvement of the Syk, MEK/Erk1/2, and PI3K/Akt

FIGURE 4. SI00A9 increases human
neutrophil phagocytosis dependent of FeyR
in a concentration-dependent manner. Per-
centage of phagocytosis was assessed by
counting the uptake of opsonized SRBCs,
as described in Marerials and Methods. Cells
were stimulated with 40 pg/ml SI00AS,

Phagocytic Index

86

S100A9, or SIODAI2 or 65 ng/ml GM-CSF
(A, B) or 0.1-100 pg/ml S100A9 (C) for
30 min. SRBCs were then added at a 5:1
ratio for 30 min and the phagocytosis rate
(A, €) and index (B) were determined. Data
represent the mean * SEM of four experi-
ments performed on cells from different
donors. Arrows point to ingested SRBCs.
Images were obtained by cytology from
cytocentrifuged preparations colored by
Wright-Giemsa staining (original magnifi-
cation X400).
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pathways in S100A9-primed phagocytosis. Cells were prein- their ability to block S100A9-induced phagocytosis as specific
cubated in the presence or absence of specific inhibitors of Syk inhibitors of p38 and JNK MAPKSs. respectively (22). However,
(piccatannol and Syki IT), MEK1/2 (PD98059 and U0126), and both SB203580 (Supplemental Fig. 1) and JNK II had no effect on
PI3K/Akt (wortmannin) for 30 min and then stimulated with the ability of S100A9 to enhance phagocytosis. In contrast, the
S100A9. Because we had previously demonstrated that S100A9 MEK1/2 (PD98059 and U0126) inhibitors partly blocked the
also induces the phosphorylation of p38 and JNK in human ncu- effect of SI00A9 on phagocytosis without affecting the control
trophils (22), SB203580 and JNK inhibitor IT were also tested for (Fig. 8). Interestingly, the Syk inhibitors (piceatannol and Syki IT)
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FIGURE 6, S100A9 increases CR-mediated phagocytosis in human neutrophils. Phagocytosis was assessed by flow cytometry (A, B) by monitoring
fluorescence intensity or by immunofiuorescence microscopy (C), as described in Materials and Methods, Cells were stimulated with 40 pg/ml S100A9 or
the equivalent volume of buffer (Ctrl) for 30 min. FITC-labeled microspheres (A) or Alexa Fluor 488-labeled E. coli (8), in a 10:1 ratio, were then added to
neutrophils for 30 min at 37°C or 4°C (negative control) to measure phagocytosis. Results are representative of one out of at least three experiments.
Uptakes, expressed as AMFI (AMFI = MFlyyc — MFlLy), are means * SEM of four experiments performed on cells from different donors.
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FIGURE 7. S100A9 induces phosphorylation events in human neutrophils. Phosphorylation of (A) total tyrosyl residues, (B) Syk, (€) Erk1/2, and (D)
Akt were assessed by immunoblotting using specific Abs as described in Marterials and Methods. Cells (4 X 107 cells/ml) were incubated with 40 pg/ml

S100A9 (A9) or the equivalent volume of buffer (Ctrl) for 1-60 min (A), or 10 min with 65 ng/ml GM-CSF. For some sampl

specific inhibitors of the Syk, MEK1/2, or PI3K/Akt patl

a 30-min p with

ys (30 WM pil

1, 1 WM Syki I1, 5 uM PD98059, 5 uM U0126, or 10 nM wortmannin)

was performed. Shown here is one experiment representative of at least three others.

blocked the S100A9-cnhanced phagocytosis by 90%, whereas
phagocytosis in control cells was not significantly affected by the
inhibitors. Finally, the PI3K inhibitor (wortmannin) reduced phago-
cytosis rate by ~25% in both control and S100A9-stimulated neu-
trophils. Collectively, these results demonstrate that the S100A9-
enhanced phagocytic activity in neutrophils is strongly mediated by
the activation of Syk and its downstream substrates, and partly by
the activation of MEK1/2.

Discussion

S100A8, S100A9, and S100A12 form a subgroup of S100 pro-
teins collectively referred to as myeloid-related proteins. They
modulate neutrophil functions, including chemotaxis, adhesion.
and transmigration via the activation of CD11b/CDIS8 (18-21).
Recently, we demonstrated that S100A9, but neither S100A8 or
S100A12, induces neutrophil degranulation (22). This suggests
that these proteins have separate functions, a hypothesis corrob-
orated by the fact that they are secreted separately by neutrophils
(P. A. Tessier. unpublished observations). In this study, we further
explored the activity of myeloid-related proteins and demonstrated
that S100A9, but not SI00AS or S100A12, induces intracellular
ROS accumulation over time through NADPH oxidase activation.
We also found that SI00A9 increases human neutrophil bacteri-
cidal activity against E. coli at least partly by increasing neutro-
phil FcR- and CR-mediated phagocytosis. The effect of SI00A9

on phagocytosis was independent of the expression of FeyR since
it did not upregulate the cell surface expression of CD16, CD32,
and CD64.

Acute inflammation occurs a few hours following trauma or
infection and is characterized by neutrophil adhesion to the en-
dothelial barrier and migration toward affected tissues (47).
Polymorphonuclear neutrophils are the first immune cells to arrive
at the inflammatory site and they are crucial for the containment of
pathogens within the infected site (1). In some cases, the acute
response fails to eliminate pathogens and the response is exacer-
bated, leading to a chronic inflammatory state (47). This attests to
the importance of an efficient and fast clearance of pathogens.
During the inflammation process. different types of soluble mol-
ecules are secreted (o regulate the immune response. Among these
molecules, S100A8, S100A8/A9, and S100A9 are released in the
extracellular milieu after phagocyte activation or cell necrosis.
S100A8. S100A9, and SI00A12 are potent antimicrobial factors
inhibiting microorganismal growth (24, 48). The importance of
these proteins is illustrated by the fact that SI00A9-deficient mice
had increased abscess lesions and mortality after s.c. challenge
with C. albicans, probably due to the loss of SI00AB/A9 (12).
S100A8/A9 is thought to mediate its effect by chelating divalent
ions, which are essential for microbial growth. Our results show
that S100A9 also enhances neutrophil phagocytosis, corroborating
its importance in the control of infection. Thus, in the context of
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neutrophil phagocytosis by Syk-PI3K/
Akt-Erkl/2—-dependent mechanisms. The
percentage of phagocytosis was assessed
by counting the uptake of SRBCs as de-

scribed in Marerials and Methods. Cells

(1 X 107 cellsml) were pretreated with
specific inhibi (30 pM i

1 uM Syki 1L 5 pM PD980S9. 5 puM
U0126, 5 pM SB203580, 10 uM JNKIL
of 10 nM wortmannin) and then in-
cubated with 40 pg/ml S100A9 or the
equivalent volume of buffer (Cird) for 204
30 min. SRBCs were then added at a 5:1
ratio for 30 min and phagocytosis was
assayed. Data represent the mean *
SEM of four experiments performed on
cells from different donors,

% phagocytosis

Ctrl S100A9

an infection, S100A9 secretion would favor clearance of patho-
gens and restore the normal homeostatic state of the tissue,
thereby limiting or preventing excessive tissue injury and chronic
inflammation. The results presented in this study demonstrate
a new role for S100A9 in pathogen clearance and in the acute
immune response.

Phagocytosis plays a crucial role in host defense leading to
internalization and destruction of pathogens >0.5 pm. It is also
involved in Ag presentation (42), although this latter function for
neutrophils remains controversial. Albeit phagocytosis can occur
in absence of opsonization, it is greatly enhanced by interactions
between the Fe portion of Ig or complement components (iC3b)
and FcRs or CRs at the phagocyte surface (3, 49). Interactions
between receptors and their ligands trigger the formation of
phagopodes and ultimately lead to the complete uptake of the
particle. Several soluble mediators are known to enhance phago-
cytosis in human macrophages or neutrophils, including the
cytokines GM-CSF, IL-4, and IL-15 (31, 43, 50), but the mech-
anisms underlying this biological response remain unclear. How-
ever, it has been demonstrated that Src proteins and Syk are
essential for signal transduction leading to cytoskeleton remod-
eling and phagocytosis (51, 52). Additionally, downstream sig-
naling pathways such as PI3K and ERK or the actin regulator
protein complex Arp2/3 are also crucial for the uptake of particles
(46, 53, 54). Importantly, FcR- and CR-mediated phagocytosis are
differentially regulated (4). For instance, FcR-mediated phago-
cytosis is dependent on Cdc42 and Rac, whereas CR-mediated
phagocytosis is regulated by Rho (55). Interestingly, our results
demonstrate that S100A9 modulates both types of phagocytosis,
suggesting that this protein acts on both pathways or, at least, on
common signaling molecules.

S100A9 induced tyrosine phosphorylation events. including the
phosphorylation of Syk, Erk1/2, and Akt. Interestingly, this latter
phenomenon is also pivotal for FeR-mediated phagocytosis (56),
suggesting that S100A9 mediates its effect through phosphory-
lation-based mechanisms. It is noteworthy that tyrosine phos-
phorylation is associated with actin assembly, a key step in the
process of cell adhesion and migration (57, 58), two functions that
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S100A9 also activates in human neutrophils (19, 21, 22). It is well
known that phagocytosis mediated by FeyRIla and/or FeyRIIT
depends on Syk, PI3K, and ERK1/2 (22). We have already
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FIGURE 9. Proposed model of signalization involved in S100A9-in-
duced degranulation and phagocytosis in human neutrophils. 1) S100A9
(A9) binds to its as yet unidentified receptor (possibly the receptor for
advanced glycation end products and/or TLR-4) and induces early events
(2) that are still unknown (represented here as a black box), ultimately
leading to the activation of MAPKSs (3). More specifically, S100A9 acti-
vates p38 (3) and JNK (6), which are both involved in its ability to induce
degranulation. Unlike these two MAPKs, the activation of Erk-1/2 by
S100A9 (8) leads to enhanced phagocytosis (8a) . In addition to MAPKSs,
S100A9 activates Syk (9) and Akt (10), which are both involved in
phagocytosis. The use of specific inhibitors of p38 (SB203580), JNK
(NKII), MEK1/2 (PD98059 and U0126), Syk (piceatannol [Pic] and
Sykill)), and Akt (wortmannin [Wort]) leads to inhibition of S100A9-in-
duced degranulation and phagocytosis (see boxed Xs), The dotted arrow
indicates a probable association between Syk and Akt
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demonstrated that the MAPKs p38. JNK. and ERK1/2 are acti-
vated in neutrophils in response to S100A9 and that only p38 and
JNK participate in the induction of degranulation (22). Therefore,
we first tested the involvement of these kinases in S100A9-
enhanced phagocytic activity. Unexpectedly. p38 and JNK inhib-
itors had no effects on the enhanced phagocytic activity of
S100A9-primed neutrophils. However, abolishment of ERK1/2
activation, through the inhibition of MEKI1/2, slightly dimin-
ished the priming effect of S100A9 on phagocytosis. Therefore,
this pathway seems not to be largely implicated in S100A9-
mediated signals rendering neutrophils more efficient to phago-
cyte pathogens,

Interestingly, using Syk-deficient neutrophils, it was recently
demonstrated that specific deletion of Syk results in reduced host
defense against bacterial infection, including E. coli (59). Cor-
roborating the importance of Syk in neutrophil phagocytosis, we
recently demonstrated that depletion of Syk by an antisense
strategy dramatically diminished the ability of IL-4 to enhance
phagocytosis of opsonized SRBCs (31). In this study, we dem-
onstrate that S100A9 induces phosphorylation of Syk in neu-
trophils. Indeed. phosphorylation occurs between 15 and 30 min
postexposure to S100A9. According to our data and considering
the role of Syk in the phosphorylation of downstream cytoskeletal
substrates and in F-actin remodeling (reviewed in Ref. 60), we
think that S100A9-cxposed ncutrophils start reorganization of
actin cytoskeleton before the addition of the phagocytic stimuli.
This phenomenon might facilitate upstream events and augment
the efficacy of the engulfment. Because membrane 3'-phosphoi-
nositides, products derived from the activation of the PI3K, play
also a relevant role in the recruitment of cytoskeletal substrates,
pseudopodes extension. and phagocytosis (46). experiments using
the PI3K inhibitor wortmannin have been performed to investigate
whether exposure to S100A9 can activate this kinase. We dem-
onstrate signaling cascades induced by S100A9 promote phos-
phorylation of Akt in neutrophils, which is a substrate of the
activated PI3K. However, based on our results we cannot dis-
criminate between the S100A9- and SRBCs-mediated PI3K acti-
vation in the initiation of phagocytosis since wortmannin inhibits
similarly phagocytosis in control and in S100A9-treated neu-
trophils. Overall, these observations suggest specific roles for p38.
ERK1/2, Syk, PI3K/AkL, and INK in neutrophil functions as well
as a new mechanism of action for S1I00A9, which is summarized
in Fig. 9.

S100A8, S100A9, and S100A12 have both intracellular and
extracellular activities. Via its interaction with arachidonic acid.
p677™°", and Rac-2, intracellular SI00A8/A9 activates NADPH
oxidase (60). However, a recent study reported that exogenous
administration of S100A8, S100A8/A9, and S100A9 inhibit neu-
trophil oxidative metabolism (61). This is in contrast with our
results indicating that S100A9 (but not S100A8 or S100A12)
induces neutrophil ROS production. These different outcomes
might be explained by the sensitivity of S100 proteins to their
environment, as the functions of these proteins are regulated by
various modifications, including oxidation and glutathionylation
(62-64), thereby providing a possible explanation for this dis-
crepancy. Compared to PMA, which induces a strong and rapid
oxidative burst, SI00A9 rather induced ROS accumulation over
a longer period of time. No superoxide anions were detected in the
extracellular medium following S100A9 stimulation. Although
ROS were detected in the intracellular compartment, we did not
observe any significant difference in the neutrophil K. This
suggests that ROS are dispensable in S100A9-induced bacterial
killing. Of note, as ROS can also transmit signals, these results
suggest that S100A9-induced ROS accumulation could act as
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a danger signal for the organism, as ROS regulate neutrophil
functions, including gene expression, cytokine production, and,
more importantly, phagocytosis (65). Additionally, potentiation of
neutrophil responses by ROS production was previously associ-
ated with tyrosine phosphorylation (66. 67). However. ROS can
also act as second messengers by inducing tyrosine phosphory-
lation events, which can in turn modulate ROS accumulation (68).
The evidence that reactive oxygen species act as signaling mole-
cules suggests that SI00A9 could transduce its effects, at least in
part, via a ROS-dependent mechanism that needs to be further
investigated. ROS production could occur via multiple routes in
neutrophils. For example, the production of PGs and leukotrienes
is a process known to generate ROS. Whether S100A9 induces the
production of these proinflammatory mediators remains to be
confirmed.

In conclusion, this study leads us to propose a novel role for
S100A9 relevant to the control of infections. Early on during
infections. S100A8. SI00A9, and S100A12 are released upon
phagocyte activation, for example, in tissue abscesses and infected
mucosac (23-27). As they are highly expressed in the cytoplasm
of neutrophils, the secretion of S100A9 even by a few neutrophils
could easily lead to high concentrations of S100 proteins at the
infection site. Upon their release, SI00A8, S100A9, and S100A12
act as danger signals for the organism, inducing the recruitment of
neutrophils from the blood to the inflammatory site. This activity
is triggered by the stimulation of Mac-1 and the degranulation of
neutrophils (20, 22, 30). Additionally, ST00A8/A9 and S100A12
would inhibit the growth of bacteria at the infection site, allowing
time for the migration of large numbers of neutrophils to occur,
Finally, as neutrophils reach the infection site, they become acti-
vated by S100A9. leading to the enh t of their phagocytic
activity and the rapid clearance of the pathogens.
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Résumé de I'article 2 en frangais

S100A8 et S100A9 induisent Pexpression de cytokines et régulent I'inflammasome NLRP-

3 via une activation de NF-kB dépendante des espéces réactives de I'oxygéne

S100A8 et S100A9 sont des protéines cytoplasmiques exprimées par les phagocytes. Des
concentrations élevées de ces protéines ont été associées avec diverses conditions
inflammatoires, incluant des maladies auto-immunes comme l'arthrite rhumatoide et la maladie
de Crohn ainsi que des maladies auto-inflammatoires. Dans la présente étude, nous avons
étudié les effets de S100A8 et S100A9 sur la sécrétion de cytokines et chimiokines par les
cellules mononucléées du sang périphérique. S100A8 et S100A9 ont provoqué la sécrétion de
cytokines comme I'lL-6, I'lL-8 et I'lL-1B. Cette sécrétion a été associée avec l'activation et la
translocation du facteur de transcription NF-kB. L’inhibition de NF-kB avec une approche d’ARN
antisens ainsi qu’avec l'agent pharmacologique BAY-117082 a confirmé I'implication de ce
facteur de transcription dans la sécrétion de ces trois cytokines. L’activation de NF-kB, de la
protéine NLRP-3 et de la pro-IL-1B par S100A8 et S100A9 dépendait de la génération
d’especes réactives de I'oxygene. Cet effet a été synergiquement augmenté par I'ajout d’ATP,
un activateur connu de linflammasome. Ces résultats suggerent que S100A8 et S100A9
augmentent la réponse inflammatoire en provoquant la sécrétion de cytokines par les cellules

mononucléées du sang périphérique.
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Abstract

S100A8 and S100A9 are cytoplasmic proteins expressed by phagocytes. High concentrations of these proteins have been
correlated with various inflammatory conditions, including autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis and Crohn's
disease, as well as autoinflammatory diseases. In the present study, we examined the effects of S100A8 and S100A9 on the
secretion of cytokines and chemokines from PBMCs. S100A8 and S100A9 induced the secretion of cytokines such as IL-6, IL-
8, and IL-1B. This secretion was associated with the activation and translocation of the transcription factor NF-xB. Inhibition
studies using antisense RNA and the pharmacological agent BAY-117082 confirmed the involvement of NF-xB in IL-6, IL-8,
and IL-1p secretion. S100A8- and $100A9-mediated activation of NF-xB, the NLR family, pyrin domain-containing 3 (NLRP3)
protein, and pro-IL-1B expression was dependent on the generation of reactive oxygen species. This effect was
synergistically enhanced by ATP, a known inflammasome activator. These results suggest that ST00A8 and S100A9 enhance
the inflammatory response by inducing cytokine secretion of PBMCs.
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Introduction bind to the PRRs, TLR4, and RAGE, thercby leading to
. L . transcription of pro-inflammatory genes [8.9]. S100A9 is also a
Endogenous signals originating from stressed, injured, and potent activator of various neutrophil functions, such as degran-
necrotic cells can activate the innate and adaptive immune systems ulation and phagocytasis [10,11], supporting its role as a DAMP.
[1]. Thesc signals have been tcrmed as danger-associated High extracellular concentrations of SI00A8 and SI0DA9 are
molecular patterns (DAMPs) or alarmins [2]. Like pathogen-  gund in the serum and at inflammatory sites in autoimmune
associated molecular patterns, DAMPs are recognized by a variety  giccases including arthritis [12-14], lupus, and Crohn’s discasc
of pathogen-recognition receptors (PRRs) including the toll-like [15,16). In addition, recent studies have demonstrated a role for
receptors, the formyl-methionine receptors, and the receptor for  §1(0A9 in animal models of lupus, arthritis, and Alzheimer’s
advanced glycation end-products (RAGE) [I]. Hyaluronan, disease [17-20].
galectins, high-mobility group box protein, IL-1, and SO0AB/A9
are examples of DAMPs [2]. Most DAMPs combine intra- and
extra-cellular activities. SI00A8 and S100A9 are not exceptions
and act as regulators of NADPH oxidase inside the cells and as
pro-inflammatory factors once sccreted [3,4]. S100A8 and
S100A9 are arranged as noncovalently bonded homodimers. In
addition, in the presence of calcium, S100A8 and S100A9 form a
noncovalent heterodimer called S100A8/A9 or calprotectin,
which is presumed to be involved in the cellular control of
calcium concentrations. Once released  extracellularly, they
participate actively m the inflammation process by promoting
phagocyte migration [5-7]. S100AB and S100A9 are presumed to

IL-1B is a well-known cytokine, and its effect on inflammation
and in autoinflammatory disorders has been extensively studied
[21-23]. In monocytes/macrophages, IL-1B sceretion is predom-
inantly controlled by the NLR family, pyrin domain-containing 3
(NLRP3) inflammasome {a multi-protemn complex formed by the
protein NLRP3), the adaptor protein called apoptotic speck
protein (ASC), and the effector protein caspase-l1 [24]. Upon
activation of the inflaimmasome, pro-caspase-1 is recruited into the
inflammasome complex and i auto-cleaved into its caspasc-
recruitment and activation domain, a pl0 and a p20 fragment,
respectively. Two molecules of the pl0 fragment then associate
with two p20 fragments to form the active heterotetramer caspase-
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I enzyme that cleaves pro-IL-1 into [L-1f and allows its secretion
[24].

The mflammasome is formed in cells exposed to microbial,
environmental, or endogenous danger stimuli. Two signals are
traditionally required for NLRP3 inflammasome activation, The
first signal, for example, transmitted by lipopolysaccharide (LPS),
induces pro-Il-1B transcription [25,26]. The second required
signal is provided by reduction of intracellular K* [27]. Stimuli
such as ATP or the microbial pore-forming toxin nigericin induce
strong K™ efflux, thus promoting rapid activation of caspase-1 and
secretion of mature TL-1B [28],

We recently reported that SI00A9 induces the sccretion of
cytokines/chemokines in human monocytes [17]. We herein
report that S100A8 and S100A9 induce the secretion of several
pro-inflammatory cytokines, including IL-6, TNFu, and IL-1B, by
stimulating production of reactive oxygen species (ROS). These, in
turn, activate the transcription factor NF-xB, leading to cytokine
secretion and expression and activation of the NLRP3 inflamma-
some.

Materials and Methods

Ethics Statement

These studics were approved by the INRS-Institut Armand-
Frappicr’s cthical committee, and all participants gave written
informed consent.

Reagents

Human recombinant S100A8 and S100A9 were produced as
previously described [29] and found were to contain less than | pg
endotoxin/mg of protein. LPS (from E. coli}, cycloheximide,
diphenylenciodonium chloride (DPI), N-acetylcysteine (NAC), and
anti-f-actin were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
BAY-117082 (BAY) was purchased from Calbiochem (San Diego,
CA). Anti-phospho-inhibitory kappa B kinase (IKK}-o./p (Ser| 76/
177), anti-phospho-IKK-y (Ser376), and anti-caspase-l were
purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA).
Antibodies against IkB-x (H-4), GAPDH (FL), NF-xB p50
(4D1), NF-xB p65 (C-20), ASC and pro-IL-1p (H-153) were
obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). The
NLRP3/NALP-3 antibody was purchased from Enzo Life
Sciences (Farmingdale, NY). RPMI 1640, HEPES, penicillin/
streptomycin (pen/strep), heat-inactivated FBS, opti-MEM media,
and HBSS were purchased from Life Technologies (Grand Island,
NY). Ficoll-Paque was obtained from GE Healthcare Bio-Science
AB (Uppsala, Sweden). All secondary antibodies were purchased
from Jackson ImmunoRescarch Laboratories (West Grove, PA).
The Proteome Profiler™ Array (Human Cytokine Array Panel A)
was &urchascd from R&D Systems (Mmneapolis, MN). THP-
Blue™, QuanliBlueTM, and standard LPS 0O111:B4 were
purchased from InvivoGen (San Diego, CA). Protease Inhibitor
Cocktail was purchased from Thermo Fisher Canada (Nepean,
Ontario). PurcProtcome Protein A Magnetic Beads were obtained
from Millipore (Billerica, MA).

PBMC Isolation

Blood samples were obtained from informed, consenting
individuals according to institutionally approved procedures.
PBMCs were isolated from venous blood of healthy volunteers
using dextran sedimentation, followed by centrifugation over a
Ficoll-Paque cushion. PBMCs were harvested and washed afier
centrifugation. Cell viability was monitored by trypan blue
exclusion and consistently found to be greater than 99%. PBMCs
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were resuspended at 1x10” cells/ml in RPMI 1640 containing
10% autologous decomplemented serum,

Western Blot Analyses

PBMCs were stimulated with S100A8 (10 pg/ml), S100A9
(10 pg/ml), LPS {1 pg/ml). or the equivalent volume of diluent
(HBSS, 1x) at 37°C for various periods of time, as specified. For
detection of IkB-o, cells were pre-treated with 5 uM cyclohexi-
mide to limit rapid turnover of the protein. At the end of the
incubation period, cells were lysed in Laemmli’s sample buffer
(0.25 M Tris-HCI [pH 6.8], 8% SDS, 40% glycerol, and 20% 2-
ME), and aliquots of extracts (corresponding to 8x10° cells) were
subjected to 10% SDS-PAGE and ferred to nitrocellul
membranes for detection of specific proteins. Membranes were
blocked for 1 h at room temperature in 5% milk or in BI@k-PO
Reagent fromMillipore for phosphorylated proteins. After wash-
ing, primary antibodies were added at a final dilution of 1:1000 in
0.15% TBS-Tween. The membranes were incubated overnight at
4°C, washed with TBS-Tween, and incubated for 1 h at room
temperature with a goat anti-rabbit IgG HRP secondary Ab
{Jackson ImmunoResearch Laboratories) diluted 1:25,000 in TBS-
Tween or a goat anti-mousc IgG HRP sccondary Ab (Jackson
I R ch Lat ries) diluted at 1:25000 in TBS-
Tween. After several washes, protein expression was evaluated
using the Luminata Forte Western HRP Substrate (Millipore).
Membranes were stripped with ReBlot Plus Strong (Millipore) and
reprobed to confirm equal loading of proteins.

Immunoprecipitation

PBMCs (6x10° cells) were stimulated for 4 hours with the
indicated agonists followed by 30 min with | mM ATP. Cells were
then centrifuged and lyzed in ice-cold lysis buffer IX (50 mM
Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl, 1% Triton X-100, 5 mM EDTA
and Protease Inhibitor Cocktail 1X) for | hour on ice and
sonicated 3 times for 20 s. The lysates were first incubate 1 h on
ice with magnetic beads (5 pl per 10° cells) for 1 h with agitation
to remove non-specific binding. The beads were then removed
and the samples were incubated overnight with 5 pg of rabbit anti-
ASC at 4°C with agitation. Protein A magnetic beads were then
added (5 ul per 1x10° cells) for 30 min at R.T. with agitation.
The complex (antibody, bead, protein) was collected and 50 L of
Laemmli’s sample buffer 1X was added. The samples were then
boiled at 100°C for 10 min, and the immunoprecipitates were
then loaded on a SDS-page gel for western blot analysis.

EMSA

Nuclear extracts from cells stimulated for 4 h were prepared
using the NucBuster protein extraction kit from EMD Millipore.
The EMSA reaction was performed using the Gel Shift Assay
System from Promega (Madison, WI). Bricfly, 7 pg of nuclear
protein was mixed with 1.75 pmol of unlabeled NF-xB consensus
oligonucleotides (competitive assay) or unlabeled AP-1 consensus
oligonucleotides (non-competitive assay} for 15 min at room
temperature. Next, 0,03 pmol of (*’P-labeled NF-KB consensus
oligonucleotides were added for 30 min at room temperature. The
DNA-protein complex was resolved on 4% non-denaturing
polyacrylamide gels. Gels were exposed for 24 h at —80°C, and
the bands were visualized using X-OMAT films.

NF-kB p50 TransFactor ELISA Assay

Assays were performed using the Colorimetric TransFactor
ELISA kit (Clontech Laboratories, Mountain View, CA) according
to the manufacturer’s protocol, Briefly, nuclear extracts were
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prepared as described above. Nuclear protems (25 pug) were
incubated with or without competitor oligonucleotides for 15 min
on ice, Competitor oligonucleotides correspond to the same DNA
sequence as that of the oligo-coated wells, showing the binding
specificity between DNA and the transcription factor. Samples
were then added to wells for 60 min at room temperature. After
four washes, primary antibody was added to each well and
incubated for 60 min at room temperature. After four washes, a
goat-anti-rabbit IgG-HRP secondary antibody was added to each
well and incubated for 30 min at room temperature. After four

hes, the tetr hylbenzidine (TMB) substrate was added to
each well for 10 min at room temperature, Finally, 1 M H,SO,
was added to each well, and absorbance was read at 450 nm using
a SpectraMax M5 spectrophotometer (Molecular Devices, Sun-
nyvale, CA.

Antisense Experiments

PBMCs (1x10°/ml) were ncubated with p30 (5'-tggatctictge-
cattet-3"), p65 (5'-geraacaguegiecalgge-3"), or scrambled (5'-
ttaccgegeegtagacgggea-3') antisense oligonucleotides (AS) with a
phosphorothicate backbone at a final concentration of 10 uM or
40 pM at 37°C in serum-free Opti-MEM media (Invitrogen) for
4 h to mcrease oligonucleotide uptake. Subsequently, cells were
stimulated with agonists for 20 h i Opti-MEM media supple-
mented with 5% FBS. The transfection efficiency was greater than
90%, as determined using the same oligonucleotide sequences with
a Cy3 fluorophore coupled to the 5" end and visualized by
fluorescence microscopy. p30 and p65 protein expression was
monitored by western blot analysis.

Immunofluorescence Microscopy

As described previously [30], following the incubation of Cy5-
AS, cells were washed twice in ice-cold PBS and cytocentrifuged
on glass coverslips (Fisher Scientific, Ottawa, Canada), Coverslips
were mounted using ProLong Gold Antifade Media containing
DAPI (Invitrogen). Fluorescent-labeled cells were captured from
high-power field (3400) and observed using a Leica microscope
equipped with an ebq 100 de epifluorescent condenser.

Proteome Profiler™ Array

The Human Cytokine Array Panel A (Proteome Profiler™™
Array] was purchased from R&D Systems, All steps were
performed within 3 weeks of harvesting the cells. Cells from 10
different. PBMC donors were stimulated for 24 h with the
corresponding agonists. Supernatants were pooled together and
used to probe the membranes, The chemiluminescent signals from
the bound cytokines present in the supernatants were detected on
X-OMAT films. Values obtained from densitometry analyses were
considered when above 9000 units, which corresponds to the
background value.

Caspase-1 Assay

Caspase-1 activity was measured using the Caspase-1 Colori-
metric Assay kit (R&D Systems) according to the recommended
protacol. Briefly, 2x10° cells were stimulated with agonists for the
indicated time period. Cells were lysed in ice-cold lysis buffer and
incubated on ice for 10 min. Cells were centrifuged at 10,000 g for
| min, Supernatants were then used for enzymatic reactions.
Caspasec-1 colorimetric substrate (WEHD-pNA) from the kit was
added to cach reaction mix with the corresponding volume of cell
lysate, reaction buffer, and DTT. Plates were incubated for 2 h at
377°C. After incubation, plates were read on a microplate reader at
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a wavelength of 405 nm. Results are expressed as fold-increase in
caspase-1 activity.

IL-6, IL-8, and IL-1B Production

IL-6, [L-8, and IL-1P levels were measured using commercially
available ELISA kits (Invitrogen). Freshly isolated cells were
incubated with S100A8 (10 pg/ml), SI00A9 (10 pug/ml), LPS
(1 pg/ml), or the diluent (HBSS) for the indicated time period in
96-well plates contaming RPMI-1640 supplemented with 10%
autologous serum. Supernatants were harvested after centrifuga-
tion and stored at ~80°C before ELISA,

Measurement of NF-xB Activity Using THP1-XBlue™ Cells

THPI-XBlue™ cells (Ix10°) were pretreated with DPI
(10 uM) or vehicle (DMSO) for 1 h and then stimulated with
S100A8 (10 pg/ml), S100A9 (10 pg/ml), or LPS (1 pg/ml) for
24 h. Supernatants were harvested and incubated with Quanti-
Blue™", which turns purple in the presence of secreted alkaline
phosphatase (SEAP). SEAP levels were determined spectrophoto-
metrically at 650 nm.

siRNA Transfection

PBMCs were transfected with Silencer Select Pre-designed
siRNA from Ambion (Austin, TX) according to the manufactur-
er’s protocol. Briefly, cells were suspended in 500 UL of opti-MEM
reduced serum medium  containing 3 UL of Lipofcctamine
RNAIMAX Reagent (Life Technologies) and various concentra-

tion of sRNA. SiRNA targeting ASC (sense UGAU-
CUUUUUAUACACAAUTT, antisense AUUGU-
GUAUAAAAAGAUCAGA), NLRP-3 (sense
GGAGAGACCUUUAUGAGAATT,  antisens  UUCU-

CAUAAGGUCUCUCCTG) or Control non-silencingsiRNA
(sense UUCUCCGAACGUGUCACGUTT, antisense ACGU-
GACACGUUCGGAGGAGAATT) were used.After 24 hours,
cells were washed and stimulated with the indicated agonists.

Statistical Analyses

Experimental data arc expressed as means = SEM. Onc-way
ANOVA  (Dunnett’s multiple-comparison test) and  two-way
ANOVA (Bonferroni’s post-test] were performed using Graph-
Pad Prism {version 5.01). Differences were considered statistically
significant as follows: * p=0.05, **p=0.01, and **p=0.005 versus
buffer or the appropriate diluent. Densitometric analyses were
performed using AlphaEaseFC (FluorChem HD2).

Results

S100A8 and ST100A9 Induce Inflammatory Cytokine
Secretion

The cffect of SI00A8 and SIODAY on the production of
cytokmes/chemokines was first screened using an antibody array.
As illustrated in Figure 1A and 1B, SI00A8 and S100A9 induced
the secretion of several pro-inflammatory cytokines in PBMCs
(Fig. 1A and 1B). Among these, the cytokines IL-6, IL-1, TNF-
o and the chemokines IL-8, growth-regulated oncogenc alpha
(Gro-a), MIP-l, and MIP-1§ werc the most sccreted. The
secretion of IL+6 and [1-8 in PBMCs was also confirmed by
ELISA (Fig. 1C). The concentrations of these cytokines were
comparable 1o those observed in the supermnatants of cells
stimulated with LPS. Isolation of monocytes, CD4+ T cells,
CD8+ T cclls, and B cells revealed that monocytes were the only
cell type responsible for cytokine production (data not shown).
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S100A8 and S100A9 Increase NF-xB Translocation and
Activation

The production of pro-inflammatory cytokines and chemokines
largely depends on transcription factors such as NF-xB and AP-1.
Activation of NF-xB in S100A8- and S100A9-treated PBMCs was
therefore examined using EMSA. As shown in Figure 2, after
stimulation for 4 h, SIODA8 and SI100A9 increased the DNA-
binding activity of NF-xB in PBMCs compared with that in
untreated cells. As expected, LPS, which was used as a positive
control, also increased this activity. These results were confirmed
using an NF-kB p50 TransFactor ELISA kit (Clontech Labora-
tories), which allows direct measurement of the p30 subunit levels
in the nucleus (Fig. 2B). NF-xB translocates into the nucleus after
degradation of its inhibitor IxB-a, which occurs upon phosphor-
ylation of the p50 subunit by the IKK complex [31]. Phosphor-
ylation of the IKK complex and degradation of IxB-x in SI00A8-
and S100A9-stimulated cells was therefore investigated. Both
proteins induced phosphorylation of IKKa/B/¢ and degradation
of IxB-u in PBMC:s (Fig. 2C), which was comparable to the effect
induced by LPS, These results were consistent with the
translocation of NF-xB induced by SI100A8 and S100A9 in
PBMCs,

S100A8- and S100A9-mediated IL-6 and IL-8 Secretion
Partially Depends on NF-kB Activation

Next, we examined the role of NF-kB activation in SI00A8-
and SI100A9%-induced cytokine secretion. First, an antisense
strategy was used to down-regulate p50 or p65 (Rel A} expression.
As shown in Figure 3, p50 and pb5 expression remained similar to
that m control cells when scrambled antisense was added to the
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culture media. However, p50 antisense markedly decreased the
expression of p50 (—~30%), whereas p65 antisense inhibited p65
less potently (~15%). These results confirm that the p50 and p65
oligonucleotides were specific. Moreover, all antisense oligonucle-
otides were able to enter the cells at the same efficiency, as assessed
by fluorescence microscopy. Decreased p50 and p65 expression
resulted in reduced IL-8 secretion, confirming the importance of
NF-xB for the activity of SI00A8 and S100A9 (Fig. 4).
Interestingly, inhibition of p50 and p65 did not significanty
diminish IL-6 production. The IxB-u specific inhibitor BAY-
117082 was also used to confirm these results. Addition of BAY-
117082 almost completely mhibited IL-8 secretion, but 1L-6
production was less affected.

Translocation of NF-xB in Response to S100A8 and
S100A9 Depends on ROS Production

ROS actively participate as the second messenger in the
induction of scveral genes in numerous physiological and
pathological conditions [reviewed in [32-34]], and function, at
least in part, through the activation of NF-xB [35.36]. Because
SI100A8 and SI100A9 trigger ROS production in other myeloid
cells, including human ncutrophils [11], the role of ROS in
S100A8 and S100A9-induced NF-xB activation was investigated.
First, the production of ROS in monocytes was measured using
the dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,DCFDA) probe.
S100A8 and S100A9 induced a slow accumulation of ROS over
time (Fig. 5A), with ROS production becoming detectable after
90 min of stimulation with S100A9 and after 120 min of
stimulation with S100A8. Next, we used the flavoprotein inhibitor
DPI, which inhibits ROS gencration (Fig. 5B) from NADPH
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oxidases and mitochondria, and monitored the production of IL-8
and IL-6, as well as the activation of NF-xB, DPI was found to
block the production of IL-8 (Fig, 5C) and IL-6 (Fig 5D} in a
dose-dependent manner. Translocation of NF-xB was evaluated
by measuring the p50 subunit levels in the nucleus in the presence

the nucleus of cells stimulated with SI00A9 or LPS (Fig. 5E). A
similar trend was observed when cells were exposed to S100A8.
To confirm the negative role of DPI in SI00A8- and S100A9-
mediated NF-xB activation, the THP1-XBlue™ cell line report-
ing NF-xB activity was used. As expected, DPI strongly inhibited

of 10 pM DPL DPI significantly reduced the p50 subunit levels in the activation of NF-xB in S100A8-, S100A9-, and LPS-treated
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Figure 3. Inhibition of p50 and p65 using an antisense (AS) strategy in human PBMCs. Cells were treated for 4 h with p50 AS (10 or
40 puM), p65 AS (10 or 40 uM), the scrambled sequence AS (Scr 40 uM), or the equivalent volume of diluent (No). Cells were then fixed on coverslips
for fluorescence microscopy (A) or lysed for immunoblotting of p50 (B) and p65 (C). Results are from one experiment out of 4 total experiments are
shown. *p=0.05, Dunnett's multiple comparison test.

doi:10.1371/journal.pone.0072138.g003

PLOS ONE | www.plosone.org August 2013 | Volume 8 | Issue 8 | e72138



>
w

[ Diluent
10000 @ Scr40uM
@l p50 40 uM
8000 Bl p65 40 uM
oy
i y
© 4000
=
2000+
0-
Ctrl S100A3 S100A9 LPS
[ Dilvent D
B3 Scr 40 uM
60007 o P50 40 UM
50004 W p65 40 uM
% 4000+ s
— m‘ b4 -
3 2000- ki
1000+
[\ B

Ctrl S100A8

S100A9 LPS

IL-6 (pg/mL)

IL-8 (pg/mL)

$100A8 and S100A9-Induced Cytokine Production

3 DMsO
£ BAY (1uM)
EE BAY (5uM)
. BAY (10 M)

-§.
r

Ctrl S100A8  S100A9 LPS

4000

3000-
3 DMsO

2000 o3 BAY(1UM)
- BAY (5uM)
- BAY (10 uM)

Ctrl S100A8

S100A9 LPS

4. S100A8 and S100A9 induce IL-6 and IL-8 secretion via activation of NF-xB in human PBMCs. Secretion of IL-6 (A and B) and IL-
8 (C and D) was evaluated using ELISA. Cells were pre-treated with 1-10 pM of BAY-117082 (or the equivalent amount of diluent} for 30 min or with
antisense (Scr, p50, p65) for 4 h, followed by incubation with the indicated agonist for a total of 24 h. Supematants were harvested and used for
ELISA. Data are the mean *+ SEM of at least four experiments performed on cells from different donors, *p=0.05, **p=0.01, ***p=0.005, Dunnett's

multiple comparison test.
doi:10.1371/journal.pone.0072138.g004

cells (Fig. 5F). Again, SI00A9 was found to be a more potent
activator than S100AB.

S100A8 and S100A9 Regulate the NLRP3 Inflammasome
Caspase-1 processing is the ultimate step in the activation of the
NLRP3 inflammasome and leads to the secretion of IL-1 3, one of
the cytokines up-regulated by S100A8 and S100A9 in human
PBMCs (Fig. 1). The NLRP3 inflammasome is tightly controlled
by a priming step that is dependent on NF-xB [37]. Because
S100A8 and S100A9 induced ROS production that resulted i the
activation of NF-kB, the roles of these proteins in NLRP3
inflammasome regulation and activation were investigated. The
expression of pro-IL-1B and NLRP3 was first analyzed by western
blot after 4-h stimulation with SI00A8, S100A9, or LPS. Both
S100A8 and S100A9 increased pro-IL-IB levels, albeit more
modestly than LPS (Fig. 6A). However, NLRP3 expression was
greatly increased following stimulation with S100A8 and S100A9
o levels comparable to those achieved by LPS lat

were performed to further confirm the ability of SI00A8 and
S100A9 to modulate the cnzymatic activity of caspasc-1. As
expected, the catalytic activity of caspase-1 was enhanced by ATP
and potentiated by the presence of S100A8, and to a greater
extent, by S100A9 (Fig. 6F). Next, the ability of SI00A8 and
S100A9 to induce IL-1P secretion in the presence or absence of
ATP was cxamined using ELISA. Interestingly, the levels of
extraccllular  IL-I1f rcleased by monocytes  cxposed o
ATP+S100A9 were similar to those in cells exposed to ATP+LPS;
however, the priming with SI00A8 was again less potent (Fig. 6G).

NLRP-3 and ASC are Essentials for IL-1[3 Secretion in
S100A8 and S100A9-treated Cells

Secretion of IL-1 is known to be regulated, at least in part,
through the NLRP-3 inflammasome and its adaptor protcin ASC
[24,25]. Thercfore, the roles of NLRP-3 and ASC in the
production of IL-1B in S100A8 and S100A9-primed cells were

(Fig. 6B}, Pretreatment of cells with S100A8 or S100A9 followed
by stimulation with ATP, a known inflammasome activator,
increased the association between ASC and NLRP-3 compared to
control cells without affecting the expression of the adaptor protein
ASC (Fig. 6C and D). Next, the processing of caspase-1 into the
active 10-kDa and 20-kDa subunits was monitored in the presence
or absence of a second signal mediated by ATP, Cell priming with
S100A8 or SI00A9 alone was not sufficient to induce a strong
cleavage of caspase-1 (Fig. 6E). However, caspase-] cleavage was
synergistically enhanced by the addition of ATP, Caspase-1 assays

PLOS ONE | www.plosone.org

investigated. Addition of ASC-specific siRNA led to a 90%
depletion of ASC (Fig. 7A) while siRNA against NLRP-3 reduced
its cxpression by about 60% (Fig. 7B). Nevertheless, both
silencing markedly reduced the sceretion of IL-1f in S100A8
and S100AY-primed cells.

ROS-mediated NF-kB Activation is Involved in NLRP3
Regulation by S100A8 and S100A9

NLRP3 activation is intimately linked 1o ROS generation [32].
Given that stimulation with SI00A8 and SI00AY9 generated
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intracellular ROS in monocytes and promoted NF-xB activity, we
investigated the possibility that oxidative stress is involved in
S100A8- and S100A9-mediated NLRP3 inflammasome regulation
and activation. DPI and the anti-oxidant NAC, a well-known
ROS scavenger, were used to abrogate the effects of the oxidative
stress induced by SI00A8 and SI00A9, DPI shightly reduced the
expression of NLRP3 and pro-IL-18 in S100A8, SID0A9-, and
LPS-primed cells. However, NAC efficiendy inhibited the
expression of both NLRP3 and prol-If (Fig. 8A). The
inhibition was to a similar extent when cells were treated with
the NF-kB inhibitor BAY-117082, suggesting that oxidative stress
is important in the observed phenomenon (ASC expression levels
remained constant, Fig. 8C). DPI and NAC strongly inhibited
caspasc-1 processing, whercas BAY-117082 had litde impact on
cells stimulated with SI00AB, S100A9, or LPS in the presence of
ATP (Fig. 8B). These results were corroborated by analyzing IL-
IB release into the supernatant from the same samples. As
illustrated in Figure 8D, NAC strongly impaired the secretion of
IL-1B induced by SIODA9 and LPS, and to a lesser extent, by
S100A8. Again, NAC was a more potent inhibitor of IL-1B
production than either DPI or BAY-117082.

Discussion

In the last few years, studies have classified S100A8 and S100A9
as DAMPs. S100A8 and SI100A9 were shown to be actively
involved in the inflammatory response by regulating neutrophil
functions [5-7,10,11,38]. In this study, we [urther explored the
roles of these two proteins by investigating cytokine production in
human PBMCs. Both S100A8 and S100A9 induced the secretion

PLOS ONE | www.plosone.org

of various pro-inflammatory cytokines in monocytes, including IL-
8, 1IL-6, and IL-1B, through mechanisms dependent on ROS
production and the activation of ROS-sensitive transcription
factors, such as NF-kB. This study further demonstrated that
S100A9, and to a lesser extent, SI00A8, regulate the NLRP3
inflammasome by acting as priming agents. IL-1f sceretion
mediated by SI00A8 or SI00A9 alone was modest, but was
greatly increased following caspase-1 activation via ATP.

'l'hc ability of S100A8 and S100A9 to promote expression of
pro-infl y mediators including TNF-a, IL-1B, IL-6, and
IL-8 through NP-KB activation has been previously reported in the
cell ine THP-1 and human macrophages [39,40]. As in the
present study, SIODAS more potently induced cytokine production
compared with SIODA8. This might reflect the use of different
receptors, or a different affinity for their putative receptors TLR4
and/or RAGE [9,41,42]. However, the mechanisms by which
these proteins increased NF-xB-mediated expression of pro-
inflammatory cytokines remained unclear. Here, we report up-
regulation of scveral other cytokines and chemokines, such as
MIP-lo, MIP-1B, Gro-o, IL-23, G-CSF, and GM-CSF, in
addition to TNF-a, IL-1B, IL-6, and IL-8, The expression of
most of these cytokines depends on NF-xB activation, but other
transcription factors could also be involved. This is highlighted by
the fact that [L-6 secretion in response to S1I00A8 and S100A9 is
less affected by NF-xB inhibition compared to IL-8 and IL-1§
secretion, suggesting the involvement of other transcription factors
in the secretion of IL-6. Indeed, multiple transcription factor-
binding sites were identificd in the human IL-6 promoter,
including AP-1 [43-45). AP-l is intmately linked with the
activation of mitogen-activated protcin kinases (MAPKSs) such as
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p38 and extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2) [46]. We
and others have previously demonstrated that SI00A9 induced
phosphorylation of p38, ERK1/2, Syk, and AKT in monocytes
and neutrophils [10,11,40]. Interestingly, most of these kinases are
regulated by redox-sensitive phosphatases such as tyrosine
phosphatases (PTPs) and phosphatase and tensin homologs deleted
on chromosome 10 (PTENs) [33.47]. As previously observed in
neutrophils, S100A9, and to a lesser extent, SI00AS8, induce ROS
generation in monocytes that could potentially inactivate redox-
sensitive phosphatases and thereby sustain cell activation,

ROS act as important second messengers and participate in
numerous cellular functions through the regulation of redox-
sensitive  transcription  factors, including NF-xB and AP-1
[33,35,48]. Our results show that the expression of IL-6 and IL-
8 in monocytes primed with SI00A8 or S100A9 depends largely
on ROS generation, because DPI significantly impaired the
expression of both cytokines. Similar effects were observed for 1L~
IB, the secretion of which is tightly regulated by caspase-1
activation. Signals triggering formation and activation of the
inflammasome involve decreased intracellular K' and the
generation of oxidative stress [27,49,50]. These signals arc
typically provided by the engagement of toll-like receptors (TLRs)
or the presence of endogenous stresses that modulate the ionic
milieu and redox balance, Various inflammasomes have been
identified in monocytes/macrophages such as the NLRPI,
NLRC4, and NLRP3, which remains the most studied [51]. All

PLOS ONE | www.plosone.org

of them converge toward caspase-1 activation and IL-1 sccretion.
The exact mechanisms responsible for the production and
secretion of IL-1p remain unclear, but require two main steps.
The first step involves the transcription and expression of proteins
and/or precursors including pro-IL-1§ and inflammasome sub-
units. The sccond step is inflammasome-mediated  caspase-1
activation by stimuli such as ATP that generate robust K* release
[24,28]. Tight control and regulation of the inflammasome is
required to avoid excessive cytokine secretion. Therefore, regula-
tion of the NLRP3 inflammasome occurs at the transcriptional
and post-transcriptional levels. For instance, expression of NLRP3
requires a signal to be highly induced [52]. Interestingly, TLR
signaling molecules are potent regulators of NLRP3 expression
[37.53]). In fact, efficient priming of cells by TLR signaling
molecules is well documented, showing the importance of the
priming step for efficient mflammasome activation [26,54]. Our
results demonstrate the importance of STO0A8 and S100A9 in the
regulation of the NLRP3 inflammasome, because these molecules
upregulate NLRP3 and pro-IL-1 expression,

Various microbial-derived products can activate the NLRP3
inflammasome. Morcover, mitochondrial stresses, and host-
derived molecules abundantly found in some metabolic and
inflammatory diseases, such as excess ATP levels, oxidized low-
density lipoproteins (LDLs), excess glucose, cholesterol crystals,
monosodium uric acid (MSU), and high-mobility group box |
(HMGBI) protein are also involved in NLRP3 inflammasome
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activation [55-58]. Here, we demonstrate that extracellular
SI00A8 and SI100AY are potent regulators of the NLRP3
inflammasome, and they act by influencing the redox balance in
human monocytes. The mechanisms by which these proteins
enhance ROS production are still unknown. However, consider-
ing that SI00A8 and S100A9 partially mediate their cffects
through TLR4 activation [8,40], we propose that intracellular
signals induced by S100A8 and S100A9 are likely to be similar 10
LPS, which is known to trigger ROS production crucial for the
expression of inflammatory cytokines through the activation of
redox-sensitive transcription factors.

Release of mature T11-18 is greatly potentiated by priming of the
NLRP3 inflammasome by NF-xB-driven protein synthesis stim-
ulated by LPS [26]. However, long-term stimulation of monocytes
in the absence of a co-signal, such as ATP, also leads to a slow
activation of caspase-1 and liberation of IL-1f [59-61]. Our
results show that SI00A8 and SI00AY alone induce IL-1p
secretion after long-term stimulation (24 h). This secretion was
greatly enhanced by the addition of ATP. In fact, only 4 h of
priming with S100A8 and SI00A9 and 30 min of stimulation with
ATP were sufficient to observe caspase-1 cleavage and IL-1f
release. Uncontrolled activation of the mﬂarmmsome has been
previously linked to several immune and non:

suggesting a possible link between SI00DA8, SI100A9, and
exacerbated production of IL-1p.

Patients with hypercalprotectinemia have blood concentrations
of SID0A8/A9 that arc 1000 to 10,000 times higher than the
normal concentrations. These patients suffer from  chronic
systemic inflammation, presumably due to dysregulation of the
S100A8/A9 metabolism [72]. This hereditary syndrome results
from a mutation in the gene PSTPIP-1, which increases the
binding of SI00A8/A9 to PSTPIP-1, Interestingly, high concen-
trations of cytokines like [L-1, [L-8, and TNFux were found in the
serum of a patient with hypercalprotectinemia (unpublished
observation). These cytokines are also detected in the supernatant
of PBMCs stimulated with S100A8 and S100A9, suggesting that
S100A8 and S100A9 could be responsible for dysregulation of
cytokime production in hypercalprotectinemia patients. The higher
concentrations of L1 detected in the serum of the hypercal-
protectinemia patient also support the potential effects of SI00A8
and S100A9 on NLRP3 inflammasome priming. This effect is
likely not restricted to hypercalprotectinemia, because several
cytokines actively involved in arthritis [73], including IL-6 and
TNFa, were found to be upregulated by S100A8 and SI00A9. In
addition, blocking S100A9 resulted in diminished TNFa and IL-6

[58,62]. For example, dextran sodium sulfate-mediated colms and
MSU-induced joint inflammation in a murine model of gout are
less severe in mice deficient in caspase-1 or NLRP3 [63-65].
Similarly, mice deficient for the NLRP3 inflammasome adaptor
protemn, ASC, are protected from chronic obesity-induced
pancreatic damage [66]. Interestingly, S100A8 and SI100A9
concentrations have been correlated to disease activity n
inflammatory bowel disease [15.16,67-69], gout [29,70], obesity-

fiated type 2 diab and artheroslerosis [reviewed in [71]],
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expression in a collagen-induced arthritis model [17].

In conclusion, the results presented in this study suggest a new
role for SIN0A8 and SI00A9 in redox-sensitive biological
responses, including pro-inflammatory cytokine secretion. These
findmgs also suggest a role of SI00A8 and S100A9 in the
pathogenesis of various inflammatory discases.
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Résumé de I'article 3 en francais

S100A9 est un puissant activateur des neutrophiles et un inducteur de la production de
cytokines par les monocytes. Nous rapportons ici que ce motif moléculaire associé au
dommage (DAMP) ne provoque pas directement la production de cytokines par les neutrophiles
humains. Toutefois, S100A9 potentialise la production d’'IL-8 induite par les neutrophiles
stimulés avec le fMLP ou le GM-CSF via les facteurs de transcription NF-kB et CREB-1, ou NF-
kB, STAT-3 et STAT-5, respectivement. L’inhibition pharmacologique confirme l'importance de
ces facteurs de transcription en diminuant significativement la production d’'IL-8. Ces résultats
démontrent pour la premiére fois qu'un agencement de différents facteurs de transcription
jouent un r6le important dans la potentialisation de la production de cytokines par S100A9 en

réponse a des stimuli pro-inflammatoires.
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Abstract

S100A9 is a potent neutrophil activator and inducer of cytokine production in monocytes found
in inflammatory settings. We report here that this damage-associated molecular pattern does
not directly activate cytokine production in neutrophils. However, S100A9 primed IL-8
production by fMLP- or GM-CSF-stimulated neutrophils via NF-kB and CREB-1, or NF-kB,
STAT-3 and STAT-5, respectively. Pharmacological inhibition confirmed the importance of these
transcription factors by significantly decreasing IL-8 production. This is the first time that a
different set of transcription factors are shown to be involved in S100A9-primed neutrophils in

response to proinflammatory agonists.
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Introduction

The innate immune system, in which neutrophils play a major role, is the first biological barrier
against invading pathogens. Toll-like and NOD-like receptors are the main receptors
responsible for recognition of pathogens. Engagement of these receptors initiates an
inflammatory response via the secretion of inflammatory cytokines/chemokines and the
recruitment of leukocytes. Production of cytokines and chemokines is largely dependent on
transcription factors such as NF-kB and CREB-1, especially in neutrophils [1, 2]. Initiation of the
immune response is also amplified by secretion and liberation of Damage-Associated Molecular
Patterns (DAMPs) such as HMGB-1 and S100/calgranulins, which modulate many inflammatory

functions [3, 4].

S100A8/calgranulin A, S100A9/calgranulin B and S100A12/calgranulin C belong to the S100
family of proteins comprising 21 members [5]. S100A8, S100A9 as well as the heterodimer
S100A8/A9 (also named calprotectin) were previously found to bind to TLR-4, RAGE and some
other putative receptors, thereby modulating various functions of phagocytes and endothelial
cells [6-9]. S100A8, S100A8/A9 and S100A9 are chemoattractant for neutrophils and increase
their adhesion [10]. S100A9 also induce the expression and activation of B2-integrins [11, 12].
We recently demonstrated that S100A9 also stimulates neutrophil degranulation and
phagocytosis [13, 14]. In addition, S100A8 and S100A9 stimulate the secretion of several
inflammatory cytokines and regulate the NLRP-3 inflammasome, resulting in IL-1f processing

and secretion by human monocytes [15].

Neutrophils are exposed to bioactive lipids, cytokines and DAMPs as they migrate to the
inflammatory site, and each of these stimulate or inhibit their activity. As S100A8 and S100A9
are found on the endothelium near sites of inflammation, we examined the effect of S100A9 on
neutrophil cytokine production. Unexpectedly, we show here that S100A8 and S100A9 do not
directly induce cytokine production in human neutrophils. However, we demonstrate that
S100A9 potentiates IL-8 production by fMLP- or GM-CSF-stimulated neutrophils following NF-
kB, CREB-1 and STAT3/STATS5 activation.
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Materials and Methods

Reagents

Human recombinant S100A8 and S100A9 were produced as previously described [16].
Cycloheximide, fMLP and anti-B-actin were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
BAY-117082, AG-490 and the CBP-CREB interaction inhibitor were purchased from
Calbiochem (San Diego, CA). Phospho-IKK-a/f (Ser176/177), phospho-IKK-y (Ser376),
phospho-CREB-1/ATF-1, phospho-STAT-3, phospho-STAT-5, phospho-STAT-6 and I[kB-a
antibodies were purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA). GAPDH (FL), STAT-
3 and CREB-1 antibodies were obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
RPMI 1640, HEPES, penicillin/streptomycin (Pen/Strep), heat-inactivated fetal bovine serum
(FBS) was from Life Technologies (Camarillo, CA). Ficoll-Pagque was obtained from GE
Healthcare Bio-Science AB (Uppsala, Sweden). All secondary antibodies were purchased from
Jackson Immuno-Research Laboratories (West Grove, PA). Proteome Profiler Array (Human
Cytokine Array Panel A) was purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN). Ultrapure-LPS
(from E.coli) were purchased from Invivogen (San Diego, CA). GM-CSF was from Peprotech
(Rocky Hill, NJ).

Neutrophil isolation

Blood samples were obtained from informed, consenting individuals according to institutionally
approved procedures as previously described [13]. Cell viability was monitored by trypan blue
exclusion and found to be consistently higher than 99%. Neutrophils were suspended at 10 x

10° cells/ml in RPMI 1640 containing 10% autologous decomplemented serum.

Cell stimulation

Neutrophil were stimulated with S100A8 (10 pg/ml), S100A9 (10 pg/ml), LPS (100 ng/ml) or the
equivalent volume of diluent (Hank’s Balanced Salt Solution 1X) at 37°C for various period of
time, as specified. In some experiments, cells were primed for 30 min with S100A8 (10 pg/mL)
or S100A9 (10 pg/mL) and then stimulated with fMLP (10'M), GM-CSF (65 ng/mL) or the
equivalent volume of diluent for 30 min at 37°C for western-blots or 24h for measurement of

cytokines.
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Western blot analysis

After stimulation, the cells were lysed in Laemmli’s sample buffer (0.25 M Tris-HCI [pH 6.8], 8%
SDS, 40% glycerol, and 20% 2-ME), and aliquots of extracts corresponding to 1 x 10° cells were
loaded onto 10% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes for the detection of
specific proteins. Membranes were blocked for 1 h at room temperature in 3% dry fat milk. The
primary antibodies were added at a final dilution of (1:1000) in TBS-Tween 0.15%. The
membranes were kept overnight at 4°C, then washed with TBS-Tween and incubated for 1h at
room temperature with a goat anti-rabbit IgG HRP secondary Ab (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA) diluted 1:20,000 in TBS-Tween or a goat anti-mouse 1gG HRP
secondary Ab (Jackson ImmunoResearch Laboratories) diluted at 1:20,000 in TBS-Tween
followed by several washes. Protein expression was revealed with Luminata Forte Western
HRP Substrate (Millipore) using ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad). Membranes were
stripped with ReBlot Plus Strong (Millipore) and stained with Amido-black to confirm equal

loading of proteins.

Electromobility Shift Assay

Nuclear extracts from cells stimulated for 1h were prepared using NucBuster protein extraction

kit from Novagen. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) reaction was done using Gel Shift

Assay System from Promega, as previously described [15].

NF-kB p50 TransFactor ELISA Assay

Assays were done according to the Colorimetric TransFactor ELISA kit Procedure (Clontech

Laboratories) as previously described [15].

Proteome Profiler™ Array

Human Cytokine Array Panel A were purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
and all the steps were performed within 2 weeks following experiments. Cells from 7 different

donors of PMNs were stimulated for 24h with the corresponding agonists. Supernatants were
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then pooled together and used to probe the membranes as previously described [15] . The
chemiluminescent signal from the bound cytokines present in the supernatants was detected by

chemiluminescence using ChemiDoc™ MP Imaging System.

IL-8 production
The measurement IL-8 was done using a commercially available enzyme-linked-immunosorbent

assay (ELISA) kit (Life Technologies) according to the manufacturer’s instructions.

Statistical Analysis

Experimental data are expressed as mean + SEM. One-way ANOVA (Dunnett multiple-
comparison test) and two-way ANOVA (Bonferroni post-test) were performed using Graph-Pad
Prism (version 5.01). Differences were considered statistically significant as follows: * p < 0.05,

**p <0.01, and *** p < 0.005 versus buffer or the appropriate diluent.
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Results
S100A8 and S100A9 do not induce cytokine production in human neutrophils.

We recently reported that S100A8 and S100A9 induce inflammatory cytokine expression and
secretion by human monocytes [15]. As both of these DAMPs are potent neutrophil activators
[13-15], we investigated their effects on cytokine production. Surprisingly, neither S100A8 nor
S100A9 were found to induce cytokine secretion as assessed by an antibody array assay (Fig.
1A). To confirm this, we next quantified the IL-8 production using a specific ELISA kit. As
illustrated in Fig. 1B, unlike LPS, S100A8 or S100A9 did not significantly increase the IL-8

production.
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Figure 1. S100A8 and S100A9 do not induce cytokines and chemokines expression in
human neutrophils. Cytokine production was evaluated using proteome profiler arrays (A) or
ELISA (B). Neutrophils (10 X 10° cells/mL) were stimulated with S100A8 (10ug/mL), S100A9
(10pg/mL), LPS (1pg/mL) or the equivalent volume of diluent (Ctrl) for 24h. Supernatants were
harvested and used for experiments. Data represent supernatants pooled from 10 different
blood donors (A). Data are mean + SEM of four experiments performed on cells from different
donors (B). Boxes, localization of IL-8 (duplicate) on the membrane.
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Lack of NF-«kB activation by S100A8 and S100A9, although S100A9 increased IKK-y
phosphorylation.

Since we have previously shown that S100A8 and S100A9 induced NF-kB activation in human
monocytes, we next investigated the effect of S100A8 and S100A9 on NF-kB
translocation/activation in human neutrophils. EMSA analyses revealed that neither S100A8 nor
S100A9 induced NF-kB translocation/activation (Fig. 2A). These results were confirmed using
the NF- kB p50 TransFactor Assay (Fig. 2B). Curiously, S100A9, but not S100A8, significantly
increased the phosphorylation of IKK-y. However, phosphorylation of IKK-a/f and degradation
of IkB-a was not observed in S100A8 and S100A9-treated cells (Fig. 2C). Only the positive
control LPS led to phosphorylation of all three IKK subunits, resulting in degradation of IkB-a
and translocation of NF-kB.
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Figure 2. S100A8 and S100A9 do not increase translocation of NF-kB in human
neutrophils. Translocation and binding of NF-kB was assessed by EMSA (A) and with a NF-kB
p50 TransFactor ELISA kit (B), as described in Materials and Methods. Nuclear proteins were
isolated from cells stimulated for 1h. Lanes 1,3,5 and 7 (c, competitive assay). Lanes 2, 4, 6 and
8 (non-competitive assay). Phosphorylation of the IKK complex and degradation of IkB-a was
assessed by western blot experiments (C). Results are from one representative experiment of at
least four others (A and C). Data are means + SEM of three experiments performed on cells
from different blood donors (B).

S100A9 potentiates the fMLP- or GM-CSF-induced cytokine production in neutrophils.

Because IKK-y is the non-catalytic regulatory subunit of the IKK complex [17] and since S100A9

increased IKK-y phosphorylation, we reasoned that this protein could be involved in the
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regulation of cytokine production. S100A9 is found on endothelium near sites of extravasation
and could therefore prime neutrophils to respond to cytokines found at the inflammatory site. To
mimic the presence of S100A9 in inflammatory settings, neutrophils were primed with S100A9
prior to treatment with GM-CSF or fMLP. Interestingly, S100A9 although had no effect on
cytokine secretion, it primed the effect of GM-CSF and fMLP on IL-8 secretion (Fig.3). In
contrast, S100A8 did not affect the secretion of IL-8 induced by either fMLP or GM-CSF (data
not shown).

A B
Control S100A9
o oo . - 250004 3 Control o
Diluent ., O e e .‘E' mE S100A9
- o o cose 20000+
z
= - - o o £ 15000+
GM-CSF wn “n = Z
aa e o™ - . oo 100004
|
- - » 50004 *
o
£X) .
fMLP — - E'. e "w .@ ol—pmm l—‘i_
Diluent GM-CSF fMLP

Figure 3. S100A9 potentiates the IL-8 secretion in human neutrophils treated with fMLP
and GM-CSF. Cytokine production was evaluated using proteome profiler arrays (A) or ELISA
(B). Neutrophils (10 X 10° cells/mL) were pre-treated S100A9 (10ug/mL) or the equivalent
volume of diluent (Ctrl) for 30 minutes. Cells were then stimulated with fMLP (107 M) or GM-
CSF (65 ng/mL) or the equivalent volume of diluent for a total of 24h. Supernatants were then
harvested and used for experiments. Data represent supernatants pooled from 7 different blood
donors (A). Data are mean + SEM of four experiments performed on cells from different blood
donors (B). Boxes, localization of IL-8 (duplicate) on the membrane.

Role of the transcription factors in response to GM-CSF or fMLP-induced IL-8 production in
S100A9-primed neutrophils.

We next determined the effect of S100A9 on various transcription factors known to be involved
in the regulation of IL-8. Priming of neutrophils with S100A9 promoted the degradation of IkB-a
and translocation of the NF-kB p50 subunit to the nucleus in response to GM-CSF and fMLP
(Fig.4A and Fig.4-B). In addition, S100A9 led to the phosphorylation of CREB-1/ATF-1 (Fig.
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4C). However, S100A9, by itself, did not induce STAT-3 or STAT-5 phosphorylation directly but

induced a significant increase in the phosphorylation levels of these proteins following GM-CSF

activation. Phosphorylation levels of STAT-6 remained unchanged in all tested conditions.
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Figure 4. S100A9 potentiates the effect of fMLP or GM-CSF on transcription factors NF-
KB, CREB-1/ATF-1, STAT-3 and STAT-5. Phosphorylation of the IKK complex, degradation of
IkB-a, phosphorylation of CREB-1/ATF-1, STAT-3, STAT-5 and STAT-6 were assessed by
western blot experiments (A and C). Translocation of NF-kB was assessed with a NF-kB p50
TransFactor ELISA kit (B), as described in Materials and Methods. Neutrophils (10 X 10°
cells/mL) were pre-treated with S100A9 or the equivalent volume of diluent (Ctrl) for 30 minutes.
fMLP (10" M), GM-CSF (65 ng/mL) or the diluent was then added for 30 minutes. Total proteins
were then extracted for immunoblots while nuclear proteins were isolated for p50 transfactor
assay, as described in Materials and Methods. Results are from one representative experiment
of at least three others (A and C). Data are mean + SEM of four experiments performed on cells

from different blood donors (B).
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Pharmacological inhibitors were next used to determine the importance of these transcription
factors in the priming effect of S100A9 on IL-8 production. Inhibition of NF-kB blocked almost
completely the priming effect induced by S100A9 in both fMLP or GM-CSF treated neutrophils.
Furthermore, while inhibition of the JAK/STAT pathway by the AG-490 inhibitor reversed
specifically the effect of S1I00A9 on GM-CSF-induce IL-8 production, inhibition of CREB-1 by
the CREB/EBP inhibitor resulted in a partial decreased level of IL-8 in response to fMLP (Fig.
5).
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Figure 5. S100A9 potentiates the secretion of IL-8 in fMLP and GM-CSF-treated neutrophils by
two distinct mechanisms. Cytokine production was evaluated by ELISA. Neutrophils (10 X 10°
cells/mL) were incubated for 30 min with BAY-117082 (10 uM), AG-490 (20 uM), CREB/CBPiI (5
UM) or the equivalent volume of DMSO. Cells were then primed with S100A9 (10ug/mL) or the
equivalent volume of diluent (Ctrl) for 30 minutes. Cells were then stimulated with fMLP (107 M),
GM-CSF (65 ng/mL) or the equivalent volume of diluent for a total of 24h. Supernatants were
then harvested for quantification of IL-8 by ELISA. Data are mean = SEM of four experiments
performed on cells from different blood donors.
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Discussion

Neutrophils play a crucial role in host defense and immunity, contributing to pathogen clearance
and to the recruitment of other leukocytes through secretion of inflammatory mediators [18].
Among these, S100A8 (MRP8) and S100A9 (MRP14) are two inflammatory proteins highly
expressed by neutrophils and found at inflammatory sites. Binding of S100A8 and S100A9 to
TLR-4 leads to the activation of NF-kB and secretion of inflammatory cytokines in murine BMC
and THP-1 cells [6, 19]. In addition, studies have reported important roles for S100A8,
S100A8/A9 and S100A9 in the regulation of cytokine secretion by monocytes [15, 19, 20].
However, only one study reported an effect of S100A8 on the secretion of IL-8 and IL-16 by
human neutrophils [21]. In this study, we demonstrate that S100A8 and S100A9 do not have a
direct effect on the secretion of cytokines in human neutrophils. However, S100A9, but not
S100A8, primed neutrophils to secrete IL-8 in response to GM-CSF or fMLP by partially
activating NF-kB. Intriguingly, S100A8 and S100A9 had no effect on the secretion of
inflammatory cytokines or the activation of transcription factors in neutrophils, with the notable
exception of S100A9 which led to the direct phosphorylation of CREB-1, without affecting IL-8
production. These results suggest that secretion of IL-8 is not solely dependent on
phosphorylation of CREB-1 in neutrophils and that phosphorylation of CREB induced by
S100A9 could be involved in other neutrophil functions.

Several transcription factors including CREB-1, NF-kB and STATs regulate cytokine production
in neutrophils [2, 22, 23]. A few studies reported a direct effect of MRPs on translocation of NF-
kB in murine BMC, THP-1 and human prostate cancer cells [6, 19, 24]. We have also shown
that S100A8 and S100A9 induce NF-kB translocation and activation in human monocytes [15].
The NF-kB canonical pathway is regulated by members of the IKK family [17]. IKK-a and IKK-3
are two protein kinases that mediate the phosphorylation and the degradation of IkB-a, involved
in NF-kB inhibition [25]. The IKK complex also comprises IKK-y, the essential modulator of this
complex [26]. Our results show that S100A9 does not induce IKK-a/f phosphorylation in
neutrophils, explaining the lack of IkB-a degradation and the absence of the NF-kB p50 subunit
in the nucleus. However, S100A9 induced a strong phosphorylation of IKK-y. Moreover, priming
by S100A9 led to increased levels of NF-kB present in the nucleus in response to GM-CSF and
fMLP. Our results suggest that S100A9 regulates NF-kB activity through regulation of the IKK-y
subunits. Results in this study also indicate that even if a potent neutrophil activator such as

S100A9 does not directly induce pro-inflammatory cytokine production by itself, it can potentiate
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the secretion induced by other neutrophil activators, including a cytokine like GM-CSF or

bacterial products such as fMLP by recruiting a different set of transcription factors.

Previous work from our laboratory showed that S100A8 and especially S100A9 regulate various
functions in neutrophils such as adhesion, degranulation, migration and phagocytosis [10, 11,
13, 14]. S100A8 and S100A9 were also shown to be potent chemoattractants for neutrophils
[10, 27] and are important for host defense and clearance of various pathogens [28-30]. As IL-8
is one of the most potent chemoattractant for neutrophils and other leukocytes, data presented
here suggest a new regulatory role for S100A9 by contributing to the secretion of this
chemokine. IL-8 has important immunological roles other than the recruitment of neutrophils to
the site of inflammation, it also contributes to the cross-talk between neutrophils and other

immune cells such as Th17 highly involved in the inflammatory process [31].

Neutrophil encounter a series of stimuli as they migrate from the blood to the inflammatory site,
one of the first being S100A9 deposited on the endothelium by migrating myeloid cells[32].
S100A9 would activate neutrophils, although not sufficiently to induce the secretion of cytokines
in the blood. However, these primed neutrophils would secrete more IL-8 once activated by GM-
CSF or fMLP in the tissue. This would in turn lead to an enhanced recruitment of neutrophils to

the inflammatory site as observed in vivo in models of bacterial infection [27, 28].
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CHAPITRE 6: Discussion et Conclusion

6.1 Les protéines S100A8 et S100A9: des amplificateurs de la réponse
innée

Les protéines S100A8 et S100A9 sont connues maintenant depuis plusieurs années comme
des protéines inflammatoires associées a la migration des phagocytes. Elles sont impliquées
dans toutes les étapes de la diapédése: le chimiotactisme (Ryckman et al., 2003b), I'adhésion,
la dégranulation (Simard et al., 2010) et la migration cellulaire (Anceriz et al., 2007a). Nos
résultats démontrent que S100A8 et particulierement S100A9 modulent plusieurs autres
fonctions essentielles a la réponse immunitaire. Le premier article démontre que S100A9
favorise l'internalisation de particules de facon dépendante des FcR et des CR. S100A9 induit
également une accumulation de ROS en plus de potentialiser cette production de ROS en
réponse a un stimulus phagocytaire. La seconde publication démontre que S100A8 et S100A9
modulent également la production de cytokines par les monocytes. Finalement, le troisieme
article met en évidence I'importance de S100A9 dans la potentialisation de la libération de la
chimiokine IL-8 et dans l'activation de divers facteurs de transcription. L'ensemble de ces
résultats suggére que ces protéines sont d'importants amplificateurs de la réponse immunitaire

innée.

6.1.1 S100A9 régule la phagocytose des neutrophiles

La phagocytose est le processus d’internalisation principal employé par les phagocytes pour
détruire les pathogénes. L’engagement des récepteurs phagocytaires engendre la formation
d’'un phagosome. La formation du phagosome provoque la fusion des granules du neutrophile
ainsi que le recrutement et I'activation de la NADPH oxydase permettant la destruction des
micro-organismes. L'élimination des pathogénes est un événement requis pour la résolution de
l'inflammation puis la réparation des tissus et le retour a I'homéostasie (Buckley et al., 2013).
L'augmentation de la phagocytose par S100A9 favorise ainsi I'élimination et la destruction de
pathogenes, permettant alors le retour rapide de I'homéostasie. Nos résultats démontrent

également que S100A9 potentialise la production de réactifs oxygénés a la suite de
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'engagement des FcyR. En se basant sur la constante K, cette potentialisation ne semble pas
affecter la capacité des neutrophiles a détruire les bactéries extracellulaires. Par contre,
considérant le réle des ROS dans la destruction de pathogénes internalisés, S100A9 en
favoriserait leur destruction. De plus, S100A9 provoque la dégranulation des neutrophiles, un
autre processus nécessaire a I'élimination de pathogénes (Simard et al., 2010). Ces résultats

supportent le réle actif de S100A9 dans la clairance des infections et le retour a I'homéostasie.

En plus de permettre l'internalisation et la destruction de pathogénes, la phagocytose induit
également l'activation du phagocyte. En effet, le recrutement et I'oligomérisation de récepteurs,
tels que les TLR, initie une signalisation intracellulaire qui méne a une importante production de
cytokines via la voie MyD88 et NF-kB. L’extension des pseudopodes permet également au
phagocyte d’obtenir des informations sur la nature de la particule & phagocyter, déterminant
ainsi un processus phagocytaire spécifigue (Underhill et al., 2012). L'internalisation des
particules provoque également la sécrétion de cytokines inflammatoires (Wolf et al., 2011) et
régule plusieurs genes inflammatoires a la hausse (Shimada et al.,, 2010). Ces études
suggeérent que l'augmentation de la phagocytose par S100A9 pourrait contribuer a une
augmentation de plusieurs génes inflammatoires, dont ceux de différentes cytokines.

Les protéines S100A8 et S100A9 sont de puissants activateurs des neutrophiles. Nous avons
précédemment démontré que S100A9 active les MAPK p38, Erk1/2 ainsi que JNK-2 (Simard et
al., 2010). Les résultats présentés dans l'article 1 démontrent que S100A9 active d’autres voies
signalétiques des neutrophiles, soit la voie PI3K/Akt ainsi que la tyrosine kinase Syk.
L’activation de cette derniére est essentielle au processus phagocytaire (Berton et al., 2005).
Une déficience en Src affecte la polymérisation de 'actine au niveau de la coupe phagocytaire
alors qu’une déficience en Syk résulte en l'incapacité de former complétement le phagosome.
La protéine Syk est également associée a la signalisation des TLR, contribuant notamment a la
sécrétion de cytokines (Ying-Cing Lin et al., 2013). Nos résultats supportent I'importance de Syk
dans la phagocytose et démontrent que l'augmentation de la phagocytose par S100A9 passe,
entre autres, par l'activation de Syk. Il semblerait également que Syk soit impliquée dans la
régulation de linflammasome NLRP-3, suggérant d'autres rbles potentiels & S100A9 via
I'activation de Syk (Shio et al., 2009).
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6.1.2 S100A9 régule la libération d’IL-8 et l'activation de divers facteurs de
transcription des neutrophiles

L’IL-8 est une des plus importantes chimiokines impliguées dans le recrutement massif des
neutrophiles, un événement caractéristiqgue de la réponse inflammatoire aigué (Kolaczkowska et
al., 2013). De plus, on retrouve évidemment une présence importante de fMLP lors d’'une
infection par un pathogéne bactérien. Dans ce contexte, les résultats du troisieme article
démontrent clairement I'importance de S100A9 dans la libération d’IL-8. Ainsi, la présence de
S100A9 dans l'inflammation aigué pourrait ainsi s’avérer déterminante pour le recrutement de
neutrophiles et dans I'élimination du pathogéne. Dans les cas d’arthrite rhumatoide, ou le
processus inflammatoire aigué et chronique coexiste et se perpétue parfois pendant plusieurs
années, on observe une accumulation de plusieurs centaines de millions de neutrophiles en
partie responsables des dommages articulaires (Hollingsworth et al., 1967). En effet, les
neutrophiles participent a la génération d’auto-anticorps dirigés contre des protéines citrulinées
(Uysal et al., 2009). Or, les résultats de la troisieme publication suggerent que S100A9
régulerait le recrutement de neutrophiles via la potentialisation de la production d’IL-8, un
événement indésirable chez les patients arthritiques.

L’infiltration de neutrophiles dans les tissus de patients atteints de maladies inflammatoires
chroniques est bien documentée (Caielli et al., 2012). Ce type cellulaire contribue activement a
'exacerbation des pathologies par la libération de plusieurs dizaines, voire centaines de
médiateurs inflammatoires. Telle que mentionnée précédemment, la présence des protéines
S100A8 et S100A9 est également associee aux maladies inflammatoires chroniques. Nos
résultats suggérent donc que, dans un contexte d’inflammation chronique, la présence de
S100A9 s’avererait étre un élément néfaste contribuant au recrutement de neutrophiles. De
plus, la régulation de facteurs de transcription comme NF-kB et les STAT est également un
élément important. L’inhibition de ces derniers s'est d'ailleurs avérée extrémement efficace
dans le traitement de certains désordres inflammatoires (lvanenkov et al.,, 2011). Par
conséquent, la régulation positive de ces facteurs de transcription par S100A9 démontre un
nouveau rdle pour cette protéine dans le développement et I'exacerbation de pathologies

inflammatoires chroniques.
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6.1.3 S100A8 et S100A9 seraient des facteurs impliqués dans une boucle
d’amplification inflammatoire

La résolution de l'inflammation dépend d’abord et avant tout de I'élimination de I'agent causal
(Nathan et al., 2010). Par contre, on s’explique parfois plutét mal les pathologies inflammatoires
chroniques, ou I'on n’arrive pas nécessairement a déterminer I'exactitude de I'agent a la source
de linflammation. De plus en plus détudes supportent l'idée que la persistance de
linflammation est une des principales raisons responsables de pathologies comme ['arthrite
rhumatoide, la sclérose en plaques, la maladie de Crohn ainsi que plusieurs formes de cancers
(Mantovani et al., 2008). Comme il a été mentionné précédemment, plusieurs dizaines voire
centaines, de médiateurs pro- et anti-inflammatoires sont impliqués dans la
persistance/résolution de l'inflammation. Les résultats présentés dans cette thése suggerent
qgue S100A8 et S100A9 jouent des réles importants dans la régulation de I'inflammation. Ainsi,
la régulation de la production de cytokines chez les monocytes par S100A8 et S100A9 suggere
gue ces deux protéines, présentes a de fortes concentrations dans la majorité des pathologies
inflammatoires, seraient impliguées dans la perpétuation de linflammation. De plus, les
concentrations importantes de cytokines et chimiokines inflammatoires induites par ces deux
protéines participeraient donc a la sécrétion de quantités encore plus importantes de S100A8 et
S100A9. En effet, plusieurs cytokines sécrétées par les monocytes stimulés avec S100A8 et
S100A9, comme le TNF-a et I'lL-1, provoque la sécrétion de calprotectine (Guignard et al.,
1995, Suryono et al., 2003). S100A8 et S100A9 pourraient donc engendrer une boucle
d’amplification inflammatoire en favorisant la synthése de cytokines pro-inflammatoires comme
I'IL-1B. Cette cytokine contribuerait alors a la sécrétion d’'une quantité encore plus importante de
S100A8 et S100A9, une théorie suggérée précédemment dans la littérature (Cesaro et al.,
2012).

6.2 S100A8 et S100A9 regule lI'inflammasome NLRP-3

Les résultats obtenus dans la deuxieme publication démontrent que S100A8 et S100A9 sont
d'importants régulateurs de l'inflammasome NLRP-3. S100A8 et S100A9 induisent la synthése
de NLRP-3 et de pro-IL-1pB via une activation de NF-kB dépendante de la production de réactifs

oxygénés. En effet, l'inhibition de la production de ROS par l'utilisation du DPI ou encore
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d'agents scavenger bloque la translocation de NF-kB ainsi que la synthése de NLRP-3 et de
pro-IL-1pB.

6.2.1 Implication dans I'auto-immunité et I'auto-inflammation

La sécrétion d’IL-1 demeure sous le contréle de différents inflammasomes. L’inflammasome
NLRP-3 est le mieux caractérisé et I'implication de ce dernier dans I'immunité ainsi que dans le
développement de maladies auto-immunes et auto-inflammatoires est bien décrit (Franchi et al.,
2009). La sécrétion d’'IL-1B mature requiert la synthése de pro-IL1B. Nos résultats démontrent
gue les DAMP S100A8 et S100A9 permettent la synthése des protéines NLRP-3 et de pro-IL18.
La synthese de ces deux protéines est accompagnée d'une augmentation de l'activité de la

caspase-1 ainsi qu'a une augmentation de la sécrétion d'lL-1p mature.

Dans un contexte d’auto-immunité et méme d’auto-inflammation, ou la cause exacte de
linflammation demeure souvent inconnue, la synthése de pro-IL-18 demeure sans doute un
événement indésirable. En effet, I'lL-18 est maintenant ciblée de facon thérapeutique pour le
traitement de plusieurs maladies inflammatoires chroniques et auto-inflammatoires (Dinarello,
2011). Pour ces pathologies, la neutralisation de I'lL-18 provoque une réduction marquée de la
sévérité des symptdmes, démontrant l'implication de cette cytokine dans la pathologie
(Goldbach-Mansky et al., 2006, Hoffman et al., 2004). S100A8 et S100A9 favoriseraient ainsi la
synthese et la sécrétion d’IL-1B, contribuant au développement ou a I'exacerbation des
pathologies. Il est intéressant de noter qu’on retrouve des concentrations élevées de S100A8 et
S100A9 dans presque toutes les pathologies auto-inflammatoires également associées avec de
fortes teneurs en IL-1B (Kessel et al., 2013). Par exemple, les syndromes périodiques associés
a cryopyrine (CAPS) sont un groupe de maladies auto-inflammatoires, incluant le syndrome
Muckle-Wells et le syndrome Neonatal-Onset Multiorgan Inflammatory Disease (NOMID),
associé a une sécrétion incontrélée d’IL-13 (Agostini et al., 2004, Janssen et al., 2004). On
retrouve chez ces patients des concentrations élevées de S100A8 et S100A9 (Wittkowski et al.,
2011). De plus, le traitement des patients CAPS avec des bloquants IL-1 démontre une
amélioration de la condition des patients associée avec une normalisation des comptes de
neutrophiles. En considérant le nouveau réle de S100A8 et S100A9 dans la synthése d’IL-1j3,
nos résultats suggeérent que la présence élevée de calgranulines contribue activement a ces

pathologies auto-inflammatoires. D’autres pathologies auto-inflammatoires, comme la fievre
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familiale méditerranéenne, [larthrite idiopathique juvénile, le syndrome PAPA et
I'hypercalprotectinémie, sont toutes associées a la présence d'IL-1p et a de fortes
concentrations de calgranulines (D Holzinger et al., 2013b, Kallinich et al., 2010, Sampson et
al., 2002, Tasher et al., 2006, Wittkowski et al., 2008).

En plus de tous les autres rbles dans l'inflammation, I'lL-1B contribue également a la sécrétion
de S100A8/A9 par les neutrophiles et les monocytes (Guignard et al., 1995, Suryono et al.,
2003). S100A8 et S100A9 pourraient donc engendrer une boucle d’amplification inflammatoire
en favorisant la synthése d’IL-1[3. Cette cytokine contribuerait alors a la sécrétion d’'une quantité
encore plus importante de S100A8 et S100A9, une théorie suggérée précédemment dans la

littérature (Cesaro et al., 2012).

6.2.2 L'hypercalprotectinémie: un syndrome auto-inflammatoire associé aux
protéines S100A8 et S100A9

Les syndromes auto-inflammatoires, aussi appelés syndromes de fiévre périodique, sont une
classe de désordres immunitaires dans lesquels on observe, entre autres, une dérégulation des
processus inflammatoires et une absence d'auto-anticorps (Galon et al., 2000). Dans ces
pathologies, la dérégulation de l'inflammation méne a une inflammation systémique associée a
des épisodes inflammatoires aigus au niveau des articulations et de la peau combinée a des
fievres intenses (Stojanov et al.,, 2005). Les syndromes auto-inflammatoires regroupent
plusieurs désordres inflammatoires génétiques comme la FFM, le CAPS, le TRAPS, le PAPA, le
Periodic Fever, Apthous stomatis, Pharyngitis and Adenitis (PFAPA) et I'hypercalprotectinémie
(D Holzinger et al., 2013b). L'hypercalprotectinémie fut d'abord identifiée par la présence de
concentrations anormalement élevées de calprotectine et de zinc au niveau du sérum
(Sampson et al.,, 2002). Les déficiences sévéres en zinc sont connues depuis maintenant
plusieurs années (Failla et al., 1982, Smith et al., 1976). Par contre, ce n'est que depuis
récemment que l'on connait réellement les causes de ce désordre. Ce dernier est di & deux
mutations dans le géne PSTPIP1 E250K et E275K. Ces mutations engendrent I'augmentation
de l'affinité de la calprotectine pour PSTPIP-1 (D Holzinger et al., 2013b). PSTPIP-1 est une
protéine associée au cytosquelette d'actine et permet la formation de filopodes (Spencer et al.,
1997). Il est intéressant de noter que la formation des filaments par PSTPIP1 est dépendante

d'un réseau intact de tubuline et suggére une association directe ou indirecte avec les
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microtubules (Waite et al., 2009), un événement possiblement régulé par S100A8 et S100A9
(Vogl et al., 2004). De plus, les mutations sur cette protéine (A230T et E250Q) favorisent
I'association de cette derniere avec le domaine pyrine présent sur les protéines ASC et NLRP-3
(Shoham et al., 2003). Cette association provoque une augmentation de la sécrétion d'IL-1
chez les patients PAPA et hypercalprotectinémique (Yu et al., 2007). Nos résultats supportent
donc l'implication de S100A8 et S100A9 dans la production d'IL-1, en partie responsable des
épisodes d'inflammation et de fiévre chez les patients atteints de syndromes auto-
inflammatoires, en particulier chez les patients hypercalprotectinémiques.

6.2.3 ROles dans la réponse inflammatoire aigué et I'immunité

Tel que mentionné précédemment, la régulation de l'inflammasome NLRP-3 par S100A8 et
S100A9 s'avere un événement indésirable dans l'auto-immunité et l'auto-inflammation puisque
dans ce contexte, la réponse inflammatoire est généralement incontrolée. Par contre, I'état
inflammatoire pathologique que l'on retrouve dans les désordres inflammatoires refléte
nécessairement une contrepartie physiologique (Medzhitov, 2008). Autrement dit, la présence
de médiateurs de linflammation, comme les protéines S100A8 et S100A9, joue d’abord et
avant tout, un réle bénéfique pour la défense contre les pathogenes. En effet, considérant
limportance de I'lL-1B dans la résistance aux pathogénes, la régulation de l'inflammasome
NLRP-3 s'avére certainement bénéfique pour 'organisme. En effet, cette cytokine permet, entre
autres, l'activation des COX, l'augmentation de I'expression des molécules d'adhésion des
leucocytes en plus de l'induction de la synthése de ROS et de INOS par les phagocytes
(Dinarello, 2009). Ainsi, nos résultats suggérent que, dans un contexte d'infections par des
pathogénes, la régulation de linflammasome NLRP-3 par S100A8 et S100A9 serait un

événement favorable en contribuant a I'élimination des pathogénes.

6.3 Limitations du projet de recherche

Le projet de recherche associé a cette thése posséde plusieurs limites et contraintes. Les

prochaines lignes tentent de remettre en perspectives les résultats obtenus.
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6.3.1 La calprotectine

Comme mentionné précédemment, I'absence dions Ca?* favorise le réarrangement des
protéines S100A8 et S100A9 en homodimeéres alors que la présence d’ions divalents favorise la
formation d'hétérodiméres et méme d’hétérotétrameéres (Korndorfer et al., 2007, Vogl et al.,
2006) . De plus, la calprotectine demeure la forme la plus abondante physiologiqguement. Par
conséquent, la plupart des études sur les protéines S100A8 et S100A9 traitent généralement de
la calprotectine. Toutefois, il s’avére qu’'une quantité assez importante de S100A8 et S100A9
est présente physiologiquement. Nos résultats traitent uniquement des S100A8 et S100A9
séparément. Ceci nous permet, entre autres, de déterminer les fonctions spécifiques de
chacune des protéines. Par contre, nos études auraient eu avantage a traiter des différentes
formes physiologiques afin de connaitre les différentes fonctions associées aux réarrangements
des protéines. Ceci aurait permis un portrait plus général des fonctions associées aux protéines
S100A8 et S100A9. La purification du complexe calprotectine recombinant a cependant été une

étape limitante dans ce travail.

Nos travaux n'ont pas non plus traité des différentes modifications post-traductionnelles des
protéines S100A8 et S1I00A9 comme l'oxydation, la phosphorylation, la glutathionylation ou la
nitrosylation. Bien que I'étude de ces modifications permettrait sans doute de dresser un portrait
plus complet des fonctions associées avec S100A8 et S100A9, l'acces difficile a ces appareils
dispendieux, comme un appareil de spectroscopie de masse, nous a obligés a négliger

volontairement cet aspect.

6.3.2 Les autres médiateurs solubles et les facteurs de transcription

Nos résultats suggéerent que S100A8 et S100A9 ne provoquent pas directement la libération de
cytokines. Ces résultats ont été démontrés dans le troisieme article a I'aide de microréseaux
d’anticorps. Cependant, plusieurs autres médiateurs inflammatoires libérés par les neutrophiles
ne se retrouvaient pas sur ces membranes comme LTB-4 ou PGE-2. Par conséquent, il est
possible que S100A8 et S100A9 provoquent une libération de médiateurs inflammatoires autres

que ceux testés a I'aide du microréseau d’anticorps.
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Nos résultats indiquent également que S100A9 potentialise la sécrétion d'IL-8 chez le
neutrophile humain en réponse au fMLP et au GM-CSF. Il aurait cependant été tres intéressant
de vérifier la potentialisation de cette chimiokine en réponse a d’autres agents endogénes ou
exogénes jouant un réle dans le processus inflammatoire. Nous nous sommes également
limités a I'étude de certains facteurs de transcriptions spécifiques comme NF-kB. Plusieurs
autres facteurs de transcription comme AP-1 ou SP-1 jouent aussi un rdle dans la régulation de
cytokines inflammatoires. Il aurait donc été intéressant de pousser davantage nos études en
regardant également le réle de ces autres facteurs de transcription dans la libération de
cytokines observées notamment chez les PBMCs.

6.3.3 L'effet de S100A8 et S100A9 sur les cellules mononuclées du sang

périphérique

Nos résultats suggerent que les monocytes répondent fortement a la stimulation par les
protéines S100A8 et S100A9 en libérant plusieurs cytokines pro-inflammatoires. En effet, les
membranes de microréseaux d’anticorps des purifications de monocytes sont presque
identiques a celles provenant de surnageants des PBMCs. De plus, les membranes incubées
avec les surnageants de lymphocytes T suggérent que ce type cellulaire ne produit pas
significativement de cytokines en réponse a S100A8 et S100A9. Les lymphocytes B ne
répondent visiblement pas non plus a cette stimulation si on observe les ELISA spécifiques pour
I'IL-6 et I'IlL-8 (Annexe). Plusieurs autres expériences supplémentaires afin de confirmer la
libération de cytokines, uniguement par les monocytes, auraient été nécessaires afin de
s’assurer de I'exactitude de ces résultats. De plus, les résultats de translocation du facteur de
transcription NF-kB obtenus par EMSA et par I'essai TransFactor NF-kB p50 ont été réalisés
sur I'ensemble des cellules mononuclées. Nous ne pouvons donc pas déterminer avec
exactitude dans quel(s) type(s) cellulaire(s) on retrouve une translocation de NF-kB. Encore
une fois, une ultrapurification des sous-types cellulaires aurait été nécessaire afin de vérifier ces

données.
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6.3.4 La courte demi-vie des neutrophiles

L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques pour les expériences avec les neutrophiles a été
préconisée. Par contre, I'utilisation de ceux-ci provoque parfois une inhibition non spécifique de
certaines voies signalétiques sur les cellules. Il aurait donc été important de confirmer les
résultats a l'aide d’autres techniques d’inhibition plus spécifique comme les ARN interférents.
Or, la courte durée de vie des neutrophiles demeure un facteur extrémement limitant de nos

études avec les neutrophiles nous empéchant ainsi d’utiliser I'option des ARN interférents.

6.3.5 La réalisation d'expériences in vivo

Les trois articles présentés dans cette these ont été rédigés a partir d’expériences réalisées in
vitro. Des expériences complémentaires in vivo auraient définitivement renforcé I'impact des
résultats obtenus. Par exemple, il aurait été extrémement intéressant d'utiliser un modéle
d’abcés bactérien suivi d’'une injection locale de protéines recombinantes S100A8 ou S100A9
afin de vérifier si ces protéines pourraient contribuer a I'élimination de l'abcés. Ce type
d’expériences aurait permis de confirmer ou d’infirmer le réle de S100A9 dans le processus
phagocytaire des neutrophiles. Avec plus de temps, plusieurs autres expériences in vivo
auraient également permis de confirmer les résultats obtenus. Par exemple, I'utilisation de la
technologie IVIS (in vivo imaging system) aurait permis de mesurer les niveaux d'activations de
NF-kB en réponse a une injection locale de S100A8 ou S100A9. Cette technique aurait
également permis de visualiser I'activation du facteur de transcription dans une pathologie
inflammatoire ou I'utilisation d'anticorps neutralisant permettrait de confirmer ou d'infirmer le réle
des protéines dans l'activation du facteur de transcription ainsi que dans le développement de

la pathologie.

6.3.6 Le(s) récepteur(s)

Comme il a été mentionné précédemment, plusieurs récepteurs possibles de S100A8 et
S100A9 ont été décrits dans la littérature. Parmi ceux-ci, on retrouve RAGE, TLR-4 et CD36.

L'absence de données claires sur le ou les récepteurs de ces protéines complique grandement
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I'étude de celles-ci. Nos données sur la production de cytokines des monocytes démontrent que
S100A8 et S100A9 induisent une réponse trés similaire au LPS. Dans cette optique, il est donc
permis de croire que le TLR-4 soit un récepteur potentiel. Quoigue la réponse a la suite d'une
stimulation par S100A8 et S100A9 soit généralement moins puissante que celle au LPS, il est
possible que la liaison des protéines S100 au TLR-4 ne soit pas aussi spécifique. Autrement dit,
le signal transmis par la liaison de S100A8 et S100A9 pourrait étre que partiel comparativement
a celui provoqué par la liaison du LPS.

6.4 Conclusions et perspectives

Les travaux présentés dans cette thése permettent de mieux comprendre I'effet des protéines
S100A8 et S100A9 dans linflammation. Ainsi, il a été démontré que la protéine S100A9
possede une activité inflammatoire beaucoup plus importante que la protéine S100A8 sur les
neutrophiles humains. La protéine S100A9 semble réguler la plupart des fonctions des
neutrophiles, incluant la phagocytose et la potentialisation de la production d’IL-8. Cette
protéine active également plusieurs voies signalétiques importantes telles que les protéines
kinases Syk, Erk1/2 et Akt en plus de réguler la phosphorylation et I'activation des facteurs de
transcription NF-kB, STAT-3, STAT-5 et CREB-1. Ces facteurs de transcription demeurent
extrémement importants dans la régulation des fonctions inflammatoires des neutrophiles,
suggérant d’autres rOles de régulation a la protéine S100A9. L’activité de S100A8 sur la
libération de cytokines des monocytes s’avererait également extrémement importante dans la

régulation de l'inflammation.

L'identification des récepteurs de S100A8 et S100A9 demeure nécessairement une avenue de
recherche des plus pertinente dans I'étude de ces protéines. Plusieurs techniques biochimiques
permettraient nécessairement d'arriver a répondre a nos interrogations. Par exemple,
l'utilisation de protéines S100A8 et S100A9 couplées a la Glutathione S-Transférase (GST)
permettrait sans doute d'identifier des partenaires d'interactions a la suite d'un essai de type
pull-down. D'autres techniques plus archaiques, comme le marquage de protéines par des

radio-isotopes pourrait également permettre de répondre a cette question.
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Nos résultats supportent également I'implication de S100A8 et en particulier de S100A9 dans le
développement de maladie inflammatoire chronique. La neutralisation de la calprotectine, en
particulier via l'utilisation d'anti-S100A9, s'est avérée extrémement efficace dans la réduction de
symptdme associé a l'arthrite induite au collagene chez la souris (Cesaro et al., 2012). De plus,
des expériences préliminaires dans un modele de colite ulcéreuse induite par l'ingestion de
dextran sodium sulfate, suggeérent également qu'une neutralisation de S100A9 pourrait aider a
'amélioration des conditions pathologiques. Par contre, la neutralisation de certaines autres
cibles thérapeutigues comme le TNF-a se sont montrées plus efficace dans ce modéle. Les
prochains travaux portant sur les protéines S100A8 et S100A9 devraient donc s’attarder a
vérifier les effets de leur neutralisation dans différentes maladies inflammatoires. Mis en
communs, ces résultats nous permettent donc de croire que ces protéines pourraient étre des
cibles thérapeutiques de prédilection dans le traitement de maladies inflammatoires chroniques.
Ainsi, la neutralisation de ces protéines, en combinaison avec d’autres molécules anti-
inflammatoires connues, comme le TNF-a, permettrait possiblement d’avoir un meilleur contréle
de la boucle d’amplification inflammatoire retrouvée dans les pathologies inflammatoires

chroniques.
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Annexe 1

Libération de cytokines en réponse a une stimulation par 10 pg/mL de S100A8 (A8), S100A9 (A9)
et S100A12 (A12). La libération de cytokines a été mesurée par microréseaux d’anticorps (PBMCs,
Monocytes, Lymphocytes T) ou par ELISA spécifiques pour IL-6 et IL-8 (Lymphocytes B)
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