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Résumé

Des auto-anticorps dirigés contre les protéines du cytosquelette sont retrouvés dans
plusieurs cas de maladies auto-immunes. 11 a été démontré que deux protéines du
cytosquelette, la vinculine et la vimentine, peuvent étre exposées 4 la surface des
macrophages, des plaquettes et des lymphocytes. Ceci pourrait expliquer en partie la
production d’auto-anticorps anti-cytosquelette. Sachant que le neutrophile circule en
grandes quantités dans le sang et qu’il meurt spontanément par apoptose, il est important
de comprendre les modifications encourues au niveau du cytosquelette lors de la
modulation de I’apoptose. Nous avons tout d’abord vérifié I’expression de différentes
protéines du cytosquelette a la surface des neutrophiles humains. Nous avons découvert
que seules les protéines des filaments intermédiaires (FI) — la vimentine et la lamine B, —
sont exposées a la surface des neutrophiles apoptotiques. L’étude de I’expression
intracellulaire de ces deux protéines nous a indiqué que celles-ci sont clivées par les
caspases durant 1’apoptose spontanée des neutrophiles. A I’inverse, le retard de I’apoptose
a pour effet de diminuer la dégradation intracellulaire et I’expression a la surface des FI.
Afin de comprendre davantage le réle des FI dans la physiologie des neutrophiles, nous
avons utilisé une colonie de souris déficientes en vimentine (Vim™), qui se développent et
se reproduisent normalement, contrairement aux souris déficientes en lamine B;. En
utilisant le modéle de la poche d’air murine, nous avons étudié pour la premiére fois le
réle de la vimentine dans les mécanismes d’inflammation in vivo et dans les fonctions des
neutrophiles ex vivo. Nous avons découvert que la réponse inflammatoire induite par
différents agents est la méme chez les souris Vim"™" et Vim” et que les fonctions des
neutrophiles dépourvus de vimentine ne sont pas altérées. Ces observations suggerent que
la vimentine n’est pas essentielle & |’établissement d’une réponse inflammatoire aigué in
vivo et qu’il existerait un mécanisme compensatoire complexe qui expliquerait la réponse

. . . o o= -
inflammatoire normale des souris Vim™. g

é/) 17993 %AA_ il
Eliane Moisan, M.Sc. Denis Girard, Ph.D.
Etudiante Directeur de recherche




Introduction

Le cytosquelette est une structure dynamique composé de nombreuses protéines formant
des réseaux. Celui-ci pourrait étre impliqué dans de nombreux désordres auto-immuns,
puisqu’on retrouve des anticorps anti-cytosquelette chez des patients souffrant de ce type
de maladies. Cependant, I’origine de ces auto-anticorps demeure encore incertaine. Il a
¢té démontré jusqu’ici que deux protéines du cytosquelette, la vinculine et la vimentine,
peuvent étre exposées a la surface des macrophages activés, des plaquettes sanguines et
des lymphocytes T apoptotiques. Une telle relocalisation des protéines pourrait

partiellement expliquer la présence d’auto-anticorps anti-cytosquelette.

Le neutrophile, leucocyte le plus abondant du sang, est une cellule grandement impliquée
dans les processus inflammatoires. Cette cellule meurt spontanément par apoptose aprés
environ 24 heures et représente une source importante d’auto-antigénes. Plusieurs
fonctions des neutrophiles requiérent un réarrangement du cytosquelette. Il est donc

important d’étudier I’implication de ces protéines dans les fonctions des neutrophiles.

Dans le cadre de ce projet, nous avons démontré que parmi plusieurs protéines du
cytosquelette étudiées, les protéines des filaments intermédiaires (FI) -vimentine et
lamine B;- sont exposées a la surface des neutrophiles durant I’apoptose spontanée, alors
que les protéines associées aux microfilaments (vinculine, paxilline et gelsoline) et des
microtubules (a- et B-tubuline) ne sont pas présentes a la surface. Nous avons démontré
que la vimentine et la lamine B, sont clivées durant I’apoptose spontanée des neutrophiles
et que ce clivage est inhibé par I’ajout de I’'inhibiteur de caspases z-VAD-fmk. Cet
inhibiteur a également diminué de fagon significative I’expression des FI a la surface des
neutrophiles. De plus, le clivage de la vimentine et de la lamine B; a été partiellement
inhibé lorsque les neutrophiles furent incubés en présence de différents agents retardant
I’apoptose (LPS, G-CSF, GM-CSF, IL-4). Ces agents ont également inhibé ’expression

des FI a la surface cellulaire.

Les neutrophiles expriment seulement deux protéines des FI, la vimentine et la lamine B.
Alors que les souris déficientes en lamine B, meurent 4 la naissance, les souris déficientes

en vimentine (Vim™) se développent et se reproduisent normalement. Différentes études

xi



effectuées auprés des souris Vim” ont démontré que la vimentine joue un rdle dans
certains processus biologiques, entre autres, au niveau de I’adhésion et la transmigration
des lymphocytes. Nous avons donc utilisé une colonie de souris Vim™ afin d’étudier le
role de la vimentine durant une réponse inflammatoire in vivo et dans certaines fonctions
des neutrophiles in vitro, une facette jamais étudiée. Nous démontrons que Iinfiltration
des leucocytes est identique chez les souris Vim™* et Vim™ en termes de quantités et types
de cellules attirées in vivo en utilisant trois agonistes différents (lipopolysaccharides,
interleukine-21 et carraghénine). La quantité de leucocytes dans le sang et la morphologie
des neutrophiles et de leurs noyaux étaient les mémes chez les souris Vim™" et Vim™.
Nous avons par la suite utilisé les neutrophiles attirés in vivo afin de les utiliser pour
déterminer I’implication de la vimentine dans différentes fonctions in vitro. Nous
démontrons que I’apoptose (spontanée, induite et retardée) n’est pas altérée en absence de
vimentine et que plusieurs fonctions cellulaires ne sont pas affectées chez les neutrophiles

déficients en vimentine.

Les résultats présentés dans cette thése de doctorat décrivent pour la premiére fois
I’expression de certaines protéines du cytosquelette & la surface des neutrophiles
apoptotiques, démontrant que ces cellules pourraient jouer un rdle dans ’apparition
d’auto-anticorps dirigés contre des protéines du cytosquelette. L’utilisation des souris
Vim™ nous indique que I’absence de vimentine n’influence en rien la capacité d’établir
une réponse inflammatoire normale in vivo, ainsi que plusieurs fonctions des neutrophiles

ex vivo.

La premiére section de cette thése consiste en une revue de la littérature, divisée en deux
parties. La premiére partie relate les principales connaissances sur les mécanismes de
I’inflammation, le réle des neutrophiles dans le processus, ainsi que le développement de
désordres inflammatoires. La seconde partie porte sur les différents types de filaments
composant le cytosquelette. Nous évoquerons quelques connaissances sur le role des
différentes protéines du cytosquelette dans 1’inflammation et lors de I’apoptose des
cellules. Nous exposerons ensuite quelques études démontrant certaines des fonctions du

cytosquelette par I’utilisation de souris knockout.
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SECTION 1 : REVUE DE LA LITTERATURE



1. LE NEUTROPHILE ET L’INFLAMMATION
1.1. La réaction inflammatoire

Le réle principal du systéme immunitaire est de défendre I’organisme contre toute attaque
susceptible de compromettre son intégrité. Pour ce faire, le systéme immunitaire se
compose de nombreux types cellulaires, notamment les différents types de leucocytes et
composantes moléculaires (cytokines, complément, anticorps, etc.). L’inflammation, qui
se manifeste cliniquement par I’apparition locale de douleur, chaleur, rougeur et enflure,
est la premiére réponse protectrice du systéme immunitaire, 4 une infection ou une
irritation. Les €léments clés de I’inflammation consistent en une augmentation du flux
sanguin local, une accumulation et activation des cellules inflammatoires d’origine
hématopoiétique, suivies de I’élimination des particules étrangéres, des débris cellulaires
et des cellules inflammatoires elles-mémes. Ce mécanisme se termine par la réparation et
le rétablissement des fonctions des tissus endommagés, contribuant au maintien de

’homéostasie (Henson, 2005).
1.1.1. L’inflammation aigué

L’inflammation aigué est souvent caractérisée par un influx rapide de granulocytes
circulant dans le sang, typiquement les neutrophiles, suivi de la venue de monocytes se
différenciant en macrophages inflammatoires qui affectent les fonctions des macrophages
résidant dans les tissus environnants. La résolution de I’inflammation ne se produit que
lorsque les neutrophiles apoptotiques sont éliminés par les phagocytes environnants et
que la population de cellules mononucléées (macrophages et lymphocytes) retourne a des

niveaux et phénotypes normaux (Serhan et Savill, 2005).
1.1.2. L’inflammation chronique

L’inflammation chronique peut avoir lieu en réponse a une exposition prolongée a un
agent toxique ou infectieux, suite & une infection virale ou bactérienne, lorsqu’il y a
absence de résolution de la réponse inflammatoire aigué ou bien dans le cas de maladies
auto-immunes. Ce processus, caractérisé par une inflammation qui dure pendant des

Jjours, des mois, voire des années, peut mener a la formation de dommages permanents



aux tissus de I’organisme. L’inflammation chronique est caractérisée par la présence
dominante de cellules mononucléées, notamment les macrophages dans les tissus. Ces
cellules sont de puissants défenseurs de I’organisme, mais elles peuvent également libérer
de nombreux facteurs puissants et dommageables aux tissus de I’organisme. De plus, elles
ont la capacité de produire de nombreux médiateurs moléculaires pouvant recruter
davantage de cellules inflammatoires. C’est pourquoi I’inflammation chronique est
toujours accompagnée d’une destruction des tissus environnants (Luster, Alon et von

Andrian, 2005).
1.2. Rdle du neutrophile dans P’inflammation

Les neutrophiles sont des cellules phagocytaires qui participent a 1’inflammation en tant
que premiére ligne de défense contre les bactéries, les champignons et les levures. Le
noyau des neutrophiles est multilobé de formes variables et comporte de deux a quatre
lobes reliés par des filaments de chromatine. Les neutrophiles sont produits a un rythme
d’environ 1-2x10'" cellules par jour et comptent pour 40 a 65 % des leucocytes. Ce sont
les leucocytes les plus abondants du sang chez I’humain et sont retrouvés a des
concentrations d’environ 3-5x10° cellules/m! de sang. Ce nombre peut augmenter de
fagon dramatique lors de I’infection car ces cellules s’accumulent en quelques heures au
site d’inflammation. Ce sont également les cellules qui ont la plus courte durée de vie
parmi tous les leucocytes (jusqu’a 24 a 36 heures dans la circulation sanguine), mais elles
peuvent survivre pendant plusieurs jours dans les tissus en conditions inflammatoires

(Edwards, 1994; Seely, Pascual et Christou, 2003; Luster, Alon et von Andrian, 2005).

La migration des neutrophiles vers le site inflammatoire constitue une séquence
d’événements ordonnés et interdépendants (figure 1, page 4). L’inflammation due & un
dommage aux tissus ou a une infection induit une libération de cytokines et de molécules
chimioattractantes par les cellules en détresse. Les signaux inflammatoires provoquent
une augmentation d’expression des molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales.
Des molécules chimioattractantes sont produites et relachées dans le lumen pour attirer
les leucocytes circulants. Les leucocytes exprimant les récepteurs aux chimiokines

appropriées (neutrophiles) adhérent & [I’endothélium, se polarisent et traversent



’endothélium par diapédeése. Les neutrophiles se dirigent vers le site inflammatoire en
suivant le gradient de molécules chimioattractantes. 1l y a alors phagocytose et
destruction du micro-organisme via la flambée oxydative et la dégranulation. Une fois
I’agent pathogeéne maitrisé, les neutrophiles meurent par apoptose et sont phagocytés par

les phagocytes environnants (Luster, Seely, Pascual et Christou, 2003).

Chimioattraction
0

OQ
@0

Phagocytose
Apoptose

Adhésion

Résolution de
I'inflammation

Figure 1: Réle du neutrophile dans I’inflammation. Les neutrophiles sont attirés au site
inflammatoire, quittent la circulation sanguine (diapédése), migrent vers le site inflammatoire
(chimioattraction), phagocytent et détruisent les micro-organismes. L’inflammation se résorbe
lorsque les neutrophiles meurent par apoptose et sont ingérés par des phagocytes. (Inspirée de
Edwards, 1994).

1.2.1. Adhésion

Les neutrophiles circulent dans le sang sous un état de cellules non adhérentes. En
présence d’'un dommage aux tissus, les cellules environnantes libérent des médiateurs
inflammatoires qui provoquent I’expression de molécules d’adhésion sur 1’endothélium
situé prés du site inflammatoire. Les neutrophiles expriment une quantité abondante de
molécules d’adhésion afin de se fixer rapidement aux récepteurs situés sur la surface des

cellules endothéliales lors d’une infla nmation (Luster, Seely, Pascual et Christou, 2003).



L’endothélium situé & proximité du site inflammatoire produit des molécules
chimioattractantes comme le « platelet-activating factor » (PAF), le leucotriéne By, des
peptides formylés comme le n-formyl-met-leu-phe (fMLP), des produits de la cascade du
complément (C5a) et différentes chimiokines comme [I’interleukine-8 (IL-8). Ces
chimioattractants sont transportés du site inflammatoire, internalisés par les cellules
endothéliales, transcytosés vers le milieu luminal via les cavéoles (vésicules
plasmatiques) et présentés, au bout de microvilli via une molécule de présentation
(protéoglycan), sur la surface luminale des cellules endothéliales. Parmi les chimiokines,
I’IL-8 attire spécifiquement les neutrophiles, sans avoir aucun effet sur la transmigration
des leucocytes mononucléés (Witko-Sarsat et al, 2000; Cicchetti, Allen et Glogauer,

2002; Ley, 2002).

La dilatation des vaisseaux sanguins au site inflammatoire diminue le flux de circulation
des leucocytes, permettant aux neutrophiles de rouler sur la paroi de I’endothélium.
Durant cette étape de roulement, les neutrophiles réagissent aux chimiokines présentes a
la surface de I’endothélium. L’étape de roulement est réalisée par I’intermédiaire des
sélectines, soit des molécules de L-sélectine a la surface des neutrophiles et des molécules
de E- et P-sélectines exprimées a la surface des cellules endothéliales activées.
Contrairement aux E- et P-sélectines, la L-sélectine est exprimée constitutivement a la
surface des leucocytes. Sa capacité d’adhésion est augmentée rapidement et
transitoirement suite a I’activation du leucocyte, possiblement via une oligomérisation du
récepteur. Le roulement gouverné par des interactions moléculaires faibles constitue un
prérequis a une interaction moléculaire beaucoup plus ferme, soit I’adhésion (Witko-

Sarsat et al, 2000; Wagner et Roth, 2000; Ley, 2002; Seely, Pascual et Christou, 2003).

L’adhésion du neutrophile aux cellules endothéliales semble impliquer exclusi;/ement
interaction des intégrines de la sous-famille 2 (CD11a, CD11b, CDI 1c/CD18) chez le
neutrophile et les molécules d’ICAM-1 (« intercellular adhesion molecule-1 ») et de
VCAM-1 (« vascular cell adhesion molecule-1 ») a la surface des cellules endothéliales.
Les intégrines composent une famille de protéines hétérodimériques constituées de deux
sous-unités différentes (la sous-unité o et la sous-unité B). Les B2-intégrines, ayant toutes

le CDI8 comme sous-unité P, sont incapables d’interagir avec leurs ligands



physiologiques lorsque le neutrophile est au repos, constituant ainsi un mécanisme de
protection contrdlant les réponses inflammatoires. Des signaux d’activation pergus par le
neutrophile, comme les chimiokines présentes a la surface des cellules endothéliales et
PPengagement des L-sélectines a la surface des neutrophiles, ont pour effet de permettre
aux P2-intégrines de se lier a leurs ligands, menant & ’adhésion ferme du neutrophile et &
I"activation d’un mouvement directionnel spécifique. La membrane du neutrophile et la
cellule endothéliale doivent absolument réaliser une adhésion ferme entre elles afin de
permettre la transmigration du granulocyte (Witko-Sarsat e al, 2000; Wagner et Roth,
2000; Seely, Pascual et Christou, 2003).

Dés qu’une molécule chimioattractante se lie a son récepteur i la surface du neutrophile,
une série d’événements cytoplasmiques sont engendrés, ce qui résulte en une activation
de la machinerie du cytosquelette. Cette activation permet au neutrophile d’acquérir une
morphologie polarisée, caractérisée par une portion cellulaire riche en actine a ’avant de
la cellule et un uropode a I’arriére. Cet assemblage des filaments d’actine a ’avant de la
cellule est nécessaire a la migration rapide du neutrophile. Les filaments d’actine dans
cette région cellulaire sont assemblés en une structure hautement organisée et solide
servant a pousser la membrane dans la direction requise (Cicchetti, Allen et Glogauer,

2002).
1.2.2. Diapédese

Suivant P’adhésion du neutrophile aux cellules endothéliales, celui-ci doit passer au
travers de la couche endothéliale pour se rendre vers le site inflammatoire. Les
connaissances sur les mécanismes de la diapédése du neutrophile sont peu détaillées
Jusqu’ici. Il existe toujours une controverse concernant les mécanismes moléculaires
régulant la transmigration des leucocytes et la voie prise par ces cellules alors qu’elles
migrent au travers de I’endothélium (Kvietys et Sandig, 2001; Petri et Bixel, 2006; Ley et
al, 2007). Initialement, il était congu que les leucocytes traversaient 1’endothélium par
une seule voie, soit en s’insérant entre les cellules endothéliales (voie paracellulaire). Or
il a été démontré, depuis, que les leucocytes peuvent parfois traverser la barriére

endothéliale via une voie transcellulaire, c’est-a-dire en passant a I’ intérieur d’une cellule



endothéliale individuelle (figure 2) (Kvietys et Sandig, 2001; Dejana, 2006; Petri et Bixel,
2006; Ley et al, 2007).
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Figure 2 : Voies de transmigration des leucocytes. Il existe deux voies de transmigration, soit la
voie paracellulaire (1) par laquelle le leucocyte traverse entre les cellules endothéliales, et la voie
transcellulaire (2) ou le leucocyte passe au travers d’une cellule endothéliale individuelle.
(Inspirée de Dejana, 2006; Petri et Bixel, 2006).

Bien qu’il y aurait co-existence des deux voies de transmigration (Carman et Springer,
2004; Engelhardt et Wolburg, 2004; Dejana, 2006), la vision la plus admise est que les
leucocytes trouvent leur chemin a travers les jonctions entre les cellules endothéliales
(voie paracellulaire). Seule une faible proportion (environ 5-20%) des leucocytes
emprunte la voie transcellulaire (Kvietys et Sandig, 2001; Carman et Springer, 2004;
Dejana, 2006; Phillipson ez al, 2006). La prévalence de la voie paracellulaire est toutefois
contestée par certains. Par exemple, une étude a observé que, aprés avoir injecté du fMLP
chez des cobayes, la grande majorité des neutrophiles quittait les vaisseaux sanguins par
la voie transcellulaire (Feng et al, 1998). Il faut noter que cette étude a été faite en
utilisant seulement un modéle inflammatoire, chez un type spécifique d’animal (cobaye),
au niveau d’un tissu unique (peau), avec un seul type de leucocyte (neutrophile) en
réponse & un agent inflammatoire particulier (fMLP), ce qui pourrait varier avec d’autres

conditions expérimentales.

Le neutrophile emprunte toujours la voie offrant le moins de résistance a la
transmigration. Lorsque la transmigration est retardée pour une raison quelconque, celle-
ci se produit préférentiellement par la voie transcellulaire (Ley ef al, 2007). Ceci a été
démontré par exemple avec des neutrophiles provenant de souris déficientes en intégrines
CD11b/CD18 (MAC-1). Ces neutrophiles n’arrivaient pas a se diriger vers les jonctions
entre les cellules endothéliales, ou la transmigration peut se faire de fagon optimale.
Parmi les quelques neutrophiles MAC-1"" qui parvenaient tant bien que mal a traverser

I’endothélium, la majorité empruntait la voie transcellulaire, contrairement  la majorité



des neutrophiles provenant de souris normales qui traversaient rapidement par la voie

paracellulaire (Phillipson ef a/, 2006).

[l semblerait que différents facteurs, comme la localisation dans le systeme vasculaire et
le type d’endothélium, ont une influence majeure sur la voie empruntée par le leucocyte
pour traverser ’endothélium. In vivo, la diapédése transcellulaire des neutrophiles est
associée aux sites ou les cellules endothéliales sont amincies (Feng er al, 1998). De plus,
dans certaines régions vasculaires comme dans le cerveau ou certaines artéres, les
jonctions entre les cellules endothéliales sont trés solides, ce qui fait que les leucocytes
seront plus enclins & emprunter la voie transcellulaire, maintenant intactes les jonctions
serrées (Engelhardt et Wolburg, 2004; Petri et Bixel, 2006). Il faut toutefois noter que la
diapédése transcellulaire au travers de la barriére hémato-encéphalique n’a été observée
que dans des modéles pathologiques (Engelhardt et Wolburg, 2004). En revanche, au
niveau de certaines veinules (ol les jonctions sont plus faiblement organisées), la voie

paracellulaire est favorisée (Dejana, 2006).

La voie de transmigration pourrait étre également spécifique au type cellulaire. Ceci
serait, entre autres, relié aux niveaux d’expression et d’activation des ligands des
leucocytes qui sont impliqués dans la diapédése (Ley et al, 2007). L’équipe de Nieminen
(2006) a récemment observé que les neutrophiles et les lymphocytes humains préférent
différentes routes pour traverser des cellules endothéliales stimulées avec du « tumor
necrosis factor-a. » (TNF-a) in vitro. Contrairement aux lymphocytes qui empruntaient
davantage la voie transcellulaire, les neutrophiles traversaient plutt par la voie
paracellulaire. De plus, ces chercheurs ont observé que le niveau d’activation des cellules
endothéliales, principalement le niveau d’expression de la molécule ICAM-1, pouvait
influencer la voie de transmigration empruntée par les leucocytes (Nieminen et al, 2006).
Cette observation est contestable, puisqu’une autre étude in vitro a démontré que trois
types de leucocytes, (monocytes, neutrophiles et lymphocytes), utilisent tous
préférentiellement, la voie paracellulaire. Seulement environ 7% des monocytes, 5% des
neutrophiles et 11% des lymphocytes empruntaient la voie transcellulaire (Carman et

Springer, 2004).



Mécanisme de la diapédése paracellulaire

La transmigration des neutrophiles par la voie paracellulaire requiert des modifications au
niveau des jonctions entre les cellules endothéliales. La liaison des molécules d’adhésion
a la surface des cellules endothéliales (ICAM-1 et VCAM-1) ménerait a une réduction
des contacts entre les cellules de I’endothélium (Ley ef a/, 2007). 11 y a désorganisation
transitoire des composantes jonctionnelles telles que les B-cathénines et les « vascular-
endothelial »-cadhérines (VE-cadhérines) (Kvietys et Sandig, 2001; Petri et Bixel, 2006).
Il semblerait que les neutrophiles aident a détacher les jonctions entre les cellules
endothéliales avec de I’élastase. Durant la diapédése, I’élastase n’est pas sécrétée dans le
milieu extracellulaire, mais serait plutdt exposée a la membrane du pseudopode pénétrant
entre les cellules endothéliales adjacentes (Kvietys et Sandig, 2001; Ley et al, 2007). Les
molécules d’adhésion présentes a la surface des cellules endothéliales sont également
essentielles au processus. La premiére protéine transmembranaire, découverte pour jouer
un rble dans I’extravasation des leucocytes, est la « platelet-endothelial cell adhesion
molecule-1 » (PECAM-1), une molécule d’adhésion présente a la surface des cellules
endothéliales, des leucocytes (incluant les neutrophiles) et des plaquettes. Chez les
cellules endothéliales, PECAM-1 est concentrée principalement aux jonctions
intercellulaires (Petri et Bixel, 2006; Ley et al, 2007). Cette protéine permet aux
neutrophiles de quitter I’adhésion dépendante des B2-intégrines pour se rendre aux
Jonctions intercellulaires et effectuer la transmigration (Witko-Sarsat ef al, 2000; Seely,
Pascual et Christou, 2003). Il semblerait que ICAM-2, molécule exprimée
constitutivement a la surface des cellules endothéliales, est également impliquée dans
Pextravasation des neutrophiles. La plupart des molécules d’adhésion cellulaire
impliquées dans la diapédése sont localisées au niveau des jonctions entre les cellules
endothéliales. Cependant, les leucocytes qui entrent en contact avec ces molécules

peuvent tout de méme emprunter la voie transcellulaire (Petri et Bixel, 2006).

Meécanisme de la diapédése transcellulaire
Jusqu’ici, on connait peu de choses sur les mécanismes et les molécules impliquées dans
la diapédeése des neutrophiles par la voie transcellulaire. Il semblerait que le neutrophile

utilise des cavéoles ou des vésicules de la cellule endothéliale et insére un pseudopode a



I’intérieur de la cavité pour traverser (Kvietys et Sandig, 2001; Carman et Springer, 2004;
Millan et al, 2006; Ley et al, 2007). 11 a été démontré in vitro et in vivo qu’il y a une forte
concentration de microfilaments d’actine dans ce pseudopode lors de la diapédése
(Wolosewick, 1984; Cepinskas, Sandig et Kvietys, 1999). Cette accumulation de
protéines du cytosquelette dans le front de migration pourrait générer la force requise au
leucocyte pour s’insérer a I’intérieur de la cellule endothéliale. Des réarrangements des
filaments du cytosquelette permettent I’accumulation d’ICAM-1 a la surface des cellules
endothéliales et participent ainsi 4 la force motrice nécessaire a I’internalisation du
leucocyte traversant par cette voie (Dejana, 2006; Millan ef al, 2006; Petri et Bixel, 2006;
Ley et al, 2007). L’équipe de Nieminen (2006) a suggéré que les filaments intermédiaires
de vimentine sont activement réorganisés dans la région de contact entre les lymphocytes
et les cellules endothéliales. Des microvilli enrichis de vimentine, présents sur les deux
types cellulaires, s’allongent pour former une structure d’ancrage dynamique pour
¢ventuellement effectuer la diapédése par la voie transcellulaire. De plus, les auteurs ont
démontré que les souris déficientes en vimentine ont un plus faible niveau d’adhésion
entre les cellules endothéliales et les lymphocytes in vitro, démontrant I’importance de la

protéine des filaments intermédiaires durant le processus (Nieminen er al, 2006).
1.2.3. Chimioattraction

Le neutrophile migre dans les tissus en suivant un gradient de molécules
chimioattractantes. Il doit s’éloigner des chimioattractants situés prés de I’endothélium
pour s’approcher de sa cible finale, le foyer inflammatoire. Il existerait une certaine
hiérarchisation des molécules chimioattractantes produites lors de I’inflammation. En
effet, différents types de chimioattractants sont produits par les bactéries, par les cellules
mortes ou par les cellules environnantes selon la distance du foyer inflammatoire. Tous
les récepteurs couplés aux protéines G se désensibilisent de leurs ligands respectifs, c’est-
a-dire que le récepteur est internalisé et phosphorylé en réponse a la liaison. Il y a donc
désensibilisation & une molécule et attirance par une nouvelle plus puissante. Ceci aide le
neutrophile & déterminer la direction & prendre afin de se rendre au site infecté (Witko-

Sarsat et al, 2000; Ley, 2002).



La migration du neutrophile se fait par I’intermédiaire des B2-intégrines, de concert avec
les BI- et B3-intégrines. Ces derniéres sont pour la plupart emmagasinées dans les
granules intracellulaires et rapidement exprimées a la membrane plasmique suite a la
stimulation de la cellule par les chimioattractants et la transmigration. La locomotion des
leucocytes requiert une formation de nouvelles adhésions au substrat, au devant de la
cellule, alors que le derriére de celle-ci se détache. Lorsqu’elles atteignent I’arriére de la
cellule, les molécules d’adhésion sont endocytosées et recyclées au devant (Witko-Sarsat

et al, 2000; Wagner et Roth, 2000).

Les neutrophiles possédent de nombreux récepteurs de molécules chimioattractantes,
faisant partie de la super-famille de récepteurs a sept domaines transmembranaires,
associés & des protéines intracellulaires liant le guanosyl triphosphate (GTP). Ces
récepteurs activent les phospholipases via les protéines G, ce qui méne a une
augmentation du calcium intra-cytoplasmique et a4 une activation des isoformes de
protéines kinases C (PKC). Les tyrosines kinases et Ras, une protéine se liant au GTP,
sont aussi activées. Ras induit une activation de la cascade de kinases MAPK/ERK. De
plus, I’activation des protéines se liant au GTP de familles Ras, Rac et Rho régule les
processus dépendant de P’actine, comme la formation de filopodes, I’adhésion et la
motilité cellulaire. Rho provoque également I’activation des intégrines. Finalement, les
récepteurs de chimioattractants activent la phosphatidyl-inositol-3 kinase (PI3K) via leur

attachement aux protéines G. La PI3K est impliquée dans les mécanismes de

dégranulation et de flambée oxydative (Witko-Sarsat et al, 2000).
1.2.4. Phagocytose

Le neutrophile est le principal phagocyte envoyé vers le site inflammatoire. Son role est
de détruire et ingérer les pathogénes dans la circulation et dans les tissus, ce qui constitue
une composante de premiére importance de I'immunité non spécifique. Les récepteurs a
la surface du neutrophile sont essentiels & la phagocytose et a I’activation simultanée des
mécanismes microbicides. Utilisant des mécanismes semblables a ceux utilisés lors du
mouvement cellulaire par chimioattraction, la membrane du neutrophile est capable

d’étendre des pseudopodes et engouffrer le micro-organisme. Pour ce faire, le micro-



organisme doit étre recouvert de molécules de reconnaissance, soit des opsonines. Les
opsonines incluent principalement les fragments du complément et les anticorps (Seely,

Pascual et Christou, 2003).

La phagocytose par les neutrophiles implique deux types de récepteurs, soit les récepteurs
Fcy et les récepteurs aux protéines du complément. Les neutrophiles expriment
constitutivement deux types de récepteurs Fey de faible affinité pour les IgG, soit le
FcyRIla (CD32a) et le FeyRIIIb (CD16b). Le FcyRI (CD64) est pour sa part un récepteur
de haute affinité et son expression a la surface est inductible suite a4 une incubation
prolongée avec de Iinterféron-y ou du « granulocyte-colony stimulating factor » (G-
CSF). Les récepteurs phagocytiques du complément comprennent le « complement
receptor-1 » (CR1 ou CD35) et le CR3 (intégrine CDI11b/CD18). Les récepteurs
phagocytiques fonctionnels sont le FcyRlla et le CR3, tandis que le FcyRIIIb et le CR1
semblent plutét jouer le role de co-récepteurs facilitant les fonctions des récepteurs
fonctionnels. Pour ce qui est du FcyRI, son réle demeure incertain pour le moment

(Edwards, 1994; Witko-Sarsat et al, 2000; Seely, Pascual et Christou, 2003).

Les signaux intracellulaires engendrés par les deux classes de récepteurs phagocytiques
sont différents. L’ingestion de particules opsonisées avec des IgG est précédée d’une
agrégation des récepteurs FcyRlIla et de la phosphorylation de leurs motifs ITAMS
(« immunoreceptor tyrosine-based activation motifs ») cytoplasmiques via I’activation de
tyrosines kinases de la famille Src. La phosphorylation de ces kinases active la tyrosine
kinase Syk qui, a son tour, active, entre autres, la PI3K et la protéine Rho. Rho induit des
changements au niveau des filaments du cytosquelette permettant des changements
membranaires menant a la formation d’une coupe phagocytique entourant la particule a
ingérer (Witko-Sarsat et al, 2000). La phagocytose de particules opsonisées avec des
fragments C3bi du complément se fait via le récepteur CR3. Contrairement a la
phagocytose via les récepteurs Fc, celle impliquant le complément se fait par
Iinvagination de la membrane et n’implique pas une augmentation du flux calcique
cytosolique et une production d’inositol phosphate. De plus, bien que la phagocytose via

les récepteurs Fc soit accompagnée par I’activation de la flambée oxydative et de la



production de dérivés de I’acide arachidonique et de cytokines, ceci ne se produit pas lors

de la phagocytose via le complément (Witko-Sarsat ef al, 2000).

La signalisation intracellulaire engendrée par I’ingestion de particules opsonisées méne a
la libération de granules cytosoliques a I’intérieur des vacuoles. Une combinaison
synergique de molécules oxydantes et d’enzymes puissantes servent a détruire les
particules ingérées par le neutrophile. L’efficacité anti-microbienne du neutrophile
dépend donc de deux mécanismes se produisant dans le phagolysosome du neutrophile
activé : la libération de protéines enzymatiques et anti-microbiennes contenues dans les
granules cytoplasmiques (dégranulation) et la flambée oxydative via I’assemblage et
I’activation de la « nicotinamide adenine dinucleotide phosphate » (NADPH) oxydase

(Witko-Sarsat et al, 2000; Seely, Pascual et Christou, 2003).
1.2.5. Dégranulation et flambée oxydative

La dégranulation

La classification des granules cytoplasmiques se base sur la séquence de formation lors
des stades de différenciation du neutrophile. Ceux-ci sont divisés selon leurs constituants
protéiques (tableau 1, page 15). Les granules azurophiles apparaissent au stade
promyélocytaire et contiennent de la myéloperoxydase (MPO), des sérines protéases et
des protéines antibiotiques. Plus tard, il y a formation au stade métamyélocyte des
granules spécifiques (secondaires) contenant de la lactoferrine et de la collagénase. Puis,
il y a production des granules tertiaires contenant de la gélatinase. Un quatriéme type de
granules, les vésicules sécrétoires, apparaissent chez le neutrophile lorsque la cellule a
atteint sa pleine maturité (Edwards, 1994; Hampton, Kettle et Winterbourn, 1998; Witko-
Sarsat et al, 2000; Faurschou et Borregaard, 2003).

Les granules du neutrophile constituent un important réservoir de protéines
antimicrobiennes, de protéases et de composantes de la NADPH oxydase, nécessaires  la
flambée oxydative. Mais les granules ne sont pas impliqués uniquement dans la
destruction des micro-organismes. La plupart des étapes d’activation du neutrophile lors
de I'inflammation demandent une participation des granules cytoplasmiques et des

vésicules sécrétoires. Les granules contiennent également une variété de récepteurs



membranaires, impliqués dans 1’adhésion aux cellules endothéliales, aux protéines de la
matrice extracellulaire, a la reconnaissance de produits bactériens et de médiateurs
inflammatoires. Par exemple, !’interaction entre les neutrophiles et les cellules
endothéliales méne a une mobilisation des vésicules sécrétoires des neutrophiles. Cette
mobilisation enrichit la surface membranaire du neutrophile en P2-intégrines
CDI11b/CD18 et est accompagné du clivage des L-sélectines. Ces vésicules sont donc
impliquées dans le changement de I’étape du roulement a celle de I’adhésion ferme des

neutrophiles a la paroi endothéliale (Faurschou et Borregaard, 2003).

L’exocytose - des granules tertiaires libére des métalloprotéases impliquées dans la
dégradation de la membrane basale lors de la transmigration des neutrophiles. Durant la
migration des neutrophiles vers le site inflammatoire, il y a exocytose partielle des
granules spécifiques et azurophiles. Ceci a pour effet de mobiliser certains récepteurs de
la matrice extracellulaire sur la membrane plasmique et de libérer certaines enzymes
dégradant la matrice, ce qui facilite la migration. A la rencontre des pathogenes au site
inflammatoire, les neutrophiles activent leurs divers systémes antimicrobiens dépendants
ou indépendants de I’oxygéne en reldchant le contenu des granules spécifiques et
azurophiles dans le phagosome ou dans le milieu extracellulaire (Faurschou et

Borregaard, 2003).

Plusieurs molécules destructrices sont emmagasinées dans les granules sous forme latente
et sont activées seulement lors de la dégranulation. Ceci prévient des dommages qui
pourraient étre infligés inutilement & ’organisme par de telles molécules. La diversité
fonctionnelle du contenu des granules permet au neutrophile de détruire les bactéries de
différentes fagons. Certaines molécules agissent en détruisant les membranes des
bactéries, d’autres interférent avec les voies métaboliques dépendantes du fer et certaines
contribuent a la génération de radicaux libres (Edwards, 1994; Faurschou et Borregaard,

2003).
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Tableau 1: Contenu des granules cytoplasmiques et vésicules sécrétoires des neutrophiles
(inspiré de Faurschou et Borregaard, 2003).

Granules azurophiles

Granules spécifiques

Granules tertiaires

Vésicules sécrétoires

Membrane

Matrice

CD63

CD68

Preseniline |
Stomatine
H+-ATPase type V

Acide B-glycéphosphate
Acide mucopolysaccharide
ol -Antitrypsine
a-Mannosidase
Azurocidine

BPI

B-Glycerophosphatase
B-Glucuronidase
Cathepsines

Défensines

Elastase

Lysozyme

MPO

N -acetyl-B-glucosaminidase
Protéinase-3

Sialidase

Protéine Ubiquitine

CDI11b/CDI18
CDIS

CD66

CD67
Cytochrome bysy
fMLP-R
Fibronectine-R
sous-unité o protéine G
Laminine-R
Leucolysine
Antigéne NB1
Protéine 19 kDa
Protéine 155 kDa
Rapl, Rap2
SCAMP
SNAP-23, -25
Stomatine
Thrombospondine-R
TNF-R

uPA-R

VAMP-2
Vitronectine-R

B2-Microglobuline
Collagénase
CRISP-3 (SGP-28)
Gélatinase
hCAP-18
Histaminase
Héparanase
Lactoferrine
Lysozyme

NGAL

uPA

Sialidase
Transcobalamine

CDI11b/CDI18
Cytochrome bssy
DDE

fMLP-R
Leucolysine
NRAMP-1
SCAMP
SNAP-23,-25
uPA-R
VAMP-2
H+-ATPase type V

Acetyltransférase
B2-Microglobuline
CRISP-3 (SGP-28)
Gélatinase
Lysozyme

Phosphatase alcaline
CDI10
CDI11b/CDI18
CDI13

CDl4

CDl6

CD45

CR1

Clg-R
Cytochrome bssy
DAF

fMLP-R
Leucolysine
VAMP-2
H+-ATPase type V

Protéines du plasma

R, récepteur; CRISP, "cystein-rich secretory protein”; SGP-28, "specific granule protein of 28kDa; uPa,
urokinase-type plasminogen activator; DDE, Diacylglycerol deacetylating enzyme”; DAF, "Decay-accelerating

factor"

La mobilisation des granules du cytoplasme vers le milieu extracellulaire ou le
phagosome semble différer d’un type de granule a I’autre. Les vésicules sécrétoires ont la
plus grande propension a la libération vers le milieu extracellulaire, suivie des granules
tertiaires, des granules spécifiques et enfin des granules azurophiles. Une stimulation des

neutrophiles avec de faibles quantités de médiateurs inflammatoires comme le fMLP



mene & une libération rapide des vésicules sécrétoires, tandis que les autres types de
granules sont mis a contribution seulement a de plus fortes concentrations ou a I’aide de
médiateurs inflammatoires plus puissants (Edwards, 1994; Faurschou et Borregaard,
2003). Les voies de signalisation intracellulaire menant a la dégranulation sont complexes
et ne sont pas complétement expliquées jusqu’ici. La mobilisation hiérarchique
mentionnée des granules et des vésicules sécrétoires peut étre reproduite in vitro en
augmentant graduellement les niveaux de calcium intracellulaire, suite a une activation de
certaines isoformes de PKC. Il semblerait que certaines annexines et protéines SNARE
(pour « SNAP receptor ») soient impliquées dans le processus (Faurschou et Borregaard,

2003).

La flambée oxydative

La flambée oxydative implique I’activation de la NADPH oxydase, un complexe
enzymatique composé de protéines cytosoliques (p40phox, p47phox et p67phox) et
membranaires (p22phox et gp91phox, ou cytochrome bssg). Deux petites protéines liant la
guanine sont impliquées : Rac2, liée 4 RhoGDI au niveau du cytoplasme, et RaplA qui
est pour sa part située a la membrane (figure 3, page 17). La séparation des composantes
de la NADPH oxydase en deux groupes de composantes distribués dans des
compartiments subcellulaires distincts garantit le fait que le complexe enzymatique est
inactif lorsque le neutrophile est au repos. Lors de I’activation du neutrophile, il y a
phosphorylation de p47phox et toutes les composantes cytosoliques de la NADPH
oxydase migrent vers la membrane plasmique pour assembler 1’oxydase active. Ce
complexe enzymatique convertit I’oxygéne en anions superoxydes (O;). Ce processus se
nomme la flambée oxydative (Babior, 1999; Witko-Sarsat er al, 2000; Seely, Pascual et
Christou, 2003; Sheppard et al, 2005).

La majorité des anions superoxydes sont dismutés en peroxyde d’hydrogéne (H,0,).
Cependant, le peroxyde d’hydrogéne est bactéricide seulement & de fortes concentrations
et les anions superoxydes chargés négativement ne parviennent pas a défaire directement
les membranes des bactéries (Hampton, Kettle et Winterbourn, 1998). Il y a alors une
variété de molécules oxydantes générées qui contribuent & la capacité destructrice des

neutrophiles. Il existe trois molécules intermédiaires entre la réduction de 1’0, en H-0,
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soit 'Oy, I’'H0; et les radicaux hydroxyles (OH'), qui sont formés par des additions
successives d’électrons a la molécule (Babior, 1999; Witko-Sarsat ef al, 2000; Seely,

Pascual et Christou, 2003; Sheppard et al, 2005).

0, O,

Activation

e Y e
AONO R DB R
cytosol . - 'C;t°s°| ) & X pao :

NADP* NADPH

Figure 3 : Structure et activation de la NADPH oxydase. Les sous-unités sont assemblées pour
former I’enzyme sous sa forme active et mener a la production d’anions superoxyde. (Inspirée de
Babior, 1999; Sheppard e al, 2005).

La génération d’anions superoxydes, via I’activation de la NADPH oxydase, est le point
de départ pour la formation d’une multitude de molécules dérivées attaquant la surface
membranaire des micro-organismes, incluant les molécules oxydantes halogénées
produites a I’aide de la MPO. Tel que mentionné auparavant, la MPO est une protéine
présente dans les granules azurophiles des neutrophiles et des monocytes. Elle est libérée
dans le phagolysosome ou le milieu extracellulaire lors de 1’activation de la cellule. La
MPO amplifie le pouvoir toxique du H,O; en produisant des intermédiaires réactifs,
principalement de I’acide hypochlorique (HOCI). Elle peut également mener a la
production de radicaux tyrosines (Hampton, Kettle et Winterbourn, 1998; Witko-Sarsat
et al, 2000). La « nitric oxyde synthase » produit des intermédiaires réactifs, dérivés de
I’azote. Ces réactifs comprennent notamment I’oxyde nitrique (NO), qui peut réagir avec
Ioxygéne pour former des molécules oxydantes beaucoup plus toxiques, comme le
dioxyde d’azote (NO,). La toxicité directe de I’oxyde nitrique est modeste, mais elle peut
étre grandement amplifiée en réagissant avec des anions superoxydes pour former de la
peroxynitrite (ONOO"). L’implication du NO dans les mécanismes anti-microbiens du
neutrophile est toutefois discutable, du fait que cette cellule en produit trés peu (Edwards,

1994; Hampton, Kettle et Winterbourn, 1998; Witko-Sarsat ez al, 2000).
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La présence de MPO dans les granules azurophiles constitue un bon exemple de la
synergie qui existe entre les mécanismes de destruction des bactéries dépendants et
indépendants de I’oxygéne. Le cytochrome bsss, emmagasiné dans les vésicules
sécrétoires et les granules spécifiques et tertiaires, en est un autre bon exemple. Certaines
bactéries, comme Escherichia coli et Salmonella typhimurium, peuvent étre éliminées
avec I’aide seulement du contenu des granules cytoplasmiques, tandis que d’autres
demandent 1’aide des radicaux libres, comme c’est le cas de Staphylococcus aureus

(Edwards, 1994).
1.2.6. Apoptose, reconnaissance par les phagocytes et résolution de I’inflammation

La résolution de la réponse inflammatoire se fait principalement de trois fagons :
Iélimination du stimulus inflammatoire initial, la diminution de la quantité de médiateurs
pro-inflammatoires et 1’élimination des cellules et débris cellulaires impliquées dans le
processus (Henson, 2005). Il y a alors apoptose des leucocytes impliqués dans la réponse
et élimination subséquente des cellules apoptotiques par les phagocytes (Witko-Sarsat et
al, 2000; Kobayashi et Deleo, 2004; Serhan et Savill, 2005). Il n’y a pas seulement les
phagocytes professionnels, les macrophages et les cellules dendritiques, qui peuvent
effectuer cette tiche. Les cellules des tissus environnants ont également la capacité de
phagocyter les cellules apoptotiques. Cette élimination des cellules apoptotiques joue un
role-clé dans la résolution de I’inflammation, puisqu’elle élimine les cellules
inflammatoires et stimule la production de médiateurs anti-inflammatoires par les

phagocytes (Henson, 2005; Majai, Petrovski et Fesus, 2006).

La baisse du taux de recrutement de neutrophiles est due, entre autres, 4 un changement
de production de cytokines. Il y a modification de la proportion de cytokines pro-
inflammatoires par rapport aux anti-inflammatoires sécrétées par les cellules des tissus et
les leucocytes présents. Il y a également un retour des cellules endothéliales a 1’état de
repos, ce qui diminue I’expression de molécules d’adhésion a leur surface et par le fait

méme I’appel des leucocytes via les chimiokines (Witko-Sarsat et al, 2000).

Une des particularités du neutrophile est sa trés courte durée de vie, qui peut se mesurer

en termes d’heures (Webb et al, 2000; Henson, 2005). L’apoptose du neutrophile et sa



reconnaissance par les macrophages est le mécanisme-clé de la résolution de
I’inflammation. Les neutrophiles perdent leurs propriétés fonctionnelles lors de I’apoptose
(Whyte er al, 1993) et ils présentent les caractéristiques morphologiques et biochimiques
d’une cellule apoptotique (Akgul, Moulding et Edwards, 2001). Durant le processus
d’apoptose, le volume de la cellule diminue et devient plus dense, son ADN se fragmente
et la chromatine se compacte pour former un noyau pyknotique. L’apoptose spontanée
des neutrophiles implique des cascades protéolytiques, mettant en jeux des caspases, des
calpaines et le protéasome. Les caspases représentent la principale machinerie de mort
cellulaire, impliquée autant au niveau de I’apoptose induite via les récepteurs
membranaires, que de celle induite via les mitochondries (Seely, Pascual et Christou,
2003; O’Neill et al, 2004). Elles inactivent notamment les protéines de protection contre
I’apoptose et elles participent dans le désassemblage des structures cellulaires, incluant la
réorganisation du cytosquelette et la désorganisation du noyau (Kothakota et al, 1997;

Sanghavi ef al, 1998; Seely, Pascual et Christou, 2003; Simon, 2003).

Les voies de signalisation apoptotiques du neutrophile entrainent I’activation de
nombreuses kinases comme la PKC-3, qui provoque une dissociation des protéines liées
aux filaments d’actine et entraine des modifications, entre autres, au niveau de la surface
cellulaire. De plus, elle se rend au noyau ou elle phosphoryle la lamine B, ce qui
contribue au désassemblage de la lamina nucléaire et aux changements morphologiques
du noyau (Webb et al, 2000). L’apoptose des neutrophiles peut étre modulée par
différentes  molécules. Les médiateurs pro-inflammatoires, tels que les
lipopolysaccharides (LPS) ou le « granulocyte macrophage-colony stimulating factor »
(GM-CSF), retardent I’apoptose du neutrophile en augmentant la stabilité mitochondriale,
en réduisant I’activation des caspases (principalement la caspase-3) et en augmentant
I’expression de geénes anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (comme Mcl-1 et Al).
L’inhibition de I’apoptose des neutrophiles est associée a un maintien de ses fonctions. A
Iinverse, des cytokines anti-inflammatoires comme I’IL-10 accélérent 1’apoptose du
neutrophile (Whyte e al, 1999; Witko-Sarsat et al, 2000; Seely, Pascual et Christou,
2003; Simon, 2003; O’Neill ez a/, 2004).



La phagocytose de neutrophiles apoptotiques induit une baisse de sécrétion de molécules
pro-inflammatoires par les macrophages et la production de cytokines anti-inflammatoires
telles que le « transforming growth factor-B1 » (TGF-B1) et I’IL-10 (Savill er al, 2002).
De plus, les macrophages expriment & leur surface des molécules Fas ligand (FasL) et
sécrétent des molécules de FasL solubles dans le milieu environnant. FasL réagit avec les
récepteurs Fas a la surface des neutrophiles, ce qui induit leur apoptose (Witko-Sarsat,
2000; Albert, 2004). Les cellules apoptotiques participent également a la baisse de la
réponse inflammatoire en produisant elles-mémes des molécules anti-inflammatoires

comme le TGF-BI1 et I'IL-10 (Savill et a/, 2002; Majai, Petrovski et Fesus, 2006).

La reconnaissance et la phagocytose des cellules apoptotiques est un phénoméne
complexe impliquant une multitude de récepteurs a la surface du phagocyte, différentes
molécules servant de pont entre le phagocyte et sa cible et de nombreux signaux a la
surface de la cellule apoptotique (« eat-me signals ») (Fadok et Chimini, 2001; Savill ef
al, 2002; Majai, Petrovski et Fesus, 2006). Les « eat-me signals » présentés a la surface
des cellules apoptotiques servent & étre reconnus et éliminés par les phagocytes
environnants (figure 4, page 21). Curieusement, bien que plusieurs récepteurs de
reconnaissance des cellules apoptotiques aient été identifiés & la surface des phagocytes,
peu de molécules de reconnaissance a la surface des cellules apoptotiques ont été
découvertes jusqu’ici (Fadok et Chimini, 2001; Savill et a/, 2002; Gardai et al, 2006).
Certaines sont exprimées a la surface de la cellule seulement lorsque celle-ci est en
apoptose. Par exemple, lors de I’apoptose, il y a perte d’asymétriec membranaire et
exposition de phosphatidylsérines (PS) a la surface extracellulaire de la membrane
plasmique. Cette exposition des PS serait une conséquence de [’inactivation de
I’aminophospholipide translocase (Homburg er a/, 1995; Gardai ef al, 2006). Les « eat-
me signals » peuvent également provenir de molécules présentes en tout temps a la
surface cellulaire, mais qui subissent une légére modification dans leur structure, comme
c’est le cas de ICAM-3/CD50 qui est modifié durant I’apoptose des leucocytes (Moffatt e
al, 1999). D’autres molécules, comme le C1q, opsonisent la cellule apoptotique et servent
de pont entre cette cellule et le phagocyte (Taylor et al, 2000). De plus, il existe des

molécules, comme PECAM-1/CD31 (« don’t eat-me signals »), qui agissent & la surface
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de la cellule viable comme signal anti-phagocytique, protégeant celle-ci d’une ingestion
inopportune par les phagocytes environnants. Lors de ’apoptose, les signaux
intracellulaires engendrés par la liaison du CD31 sont interrompus, ce qui permet i la

cellule d’étre phagocytée (Brown e al, 2002).

Figure 4 : Reconnaissance des cellules apoptotiques par les phagocytes. Certaines molécules &
la surface de la cellule apoptotique (« eat-me signals ») sont reconnues par des récepteurs situés a
la surface des phagocytes. CRT, calréticuline; PS, phosphatidylsérine; PS-R, récepteurs aux PS.
(Inspirée de Savill er al, 2002).

Puisque la phagocytose efficace des cellules apoptotiques est essentielle au bon
fonctionnement de I’organisme, il existe une redondance dans les molécules de
reconnaissance impliquées. Cette redondance pourrait expliquer en partie la raison pour
laquelle il existe peu d’études qui ont démontré un défaut au niveau de la phagocytose des
cellules apoptotiques in vivo qui corroborent avec des études in vitro (Manfredi et al,
2002; Roos et al, 2004). Le Clq, premier élément de la cascade du complément, opsonise
les cellules apoptotiques et interagit avec un complexe formé de la calréticuline (CRT) et
du CD91 a la surface des phagocytes (Savill e al, 2002; Gardai et al, 2006). 11 a été
démontré que les souris déficientes en Clq ont de la difficulté & éliminer les cellules
apoptotiques dans les reins, mais pas au niveau de la peau (Taylor ef al, 2000; Pickering
et al, 2001). Les souris déficientes en récepteur aux PS (PS-R) présentent une
accumulation de cellules mortes dans les poumons et le cerveau, causant un

développement anormal des animaux. Ces souris meurent de’ détresse respiratoire
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quelques minutes aprés leur naissance. De plus, il a été démontré que le taux de
phagocytose de cellules apoptotiques par les macrophages déficients en PS-R était
diminué de moitié par rapport a des phagocytes normaux (Li ef a/, 2003; Kunisaki et al,
2004). Le rdle du PS-R dans la reconnaissance des cellules apoptotiques est toutefois

contesté (Bose et al, 2004; Williamson et Schlegel, 2004).

Ces différences spécifiques a certains tissus et molécules nous indiquent la variabilité
qu’il existe dans les mécanismes de phagocytose des cellules apoptotiques.
Conséquemment, il est nécessaire d’effectuer des études approfondies sur les souris
déficientes en diverses molécules impliquées dans les mécanismes de reconnaissance des
cellules apoptotiques et dans I’élimination des auto-antigénes, au niveau de plusieurs
tissus (Manfredi et al, 2002; Savill et al, 2002; Majai, Petrovski et Fesus, 2006). Le
tableau 2 présente quelques études démontrant I’importance de 1’élimination des cellules
apoptotiques in vivo. Notons que I’élimination inappropriée des cellules apoptotiques peut

mener a I’émergence de symptomes auto-immuns.

Tableau 2: Ktudes in vivo démontrant I'importance de certaines molécules dans
I'élimination des cellules apoptotiques et débris cellulaires (inspiré de Roos et al, 2004).

Molécules Phénotypes des souris knockout Références

Clq Auto-immunité systémique avec auto-anticorps et glomérulonéphrite (Botto et al, 1998;
Quantité accrue de cellules apoptotiques dans les glomérules Taylor et al , 2000)
Diminution de I'élimination des cellules apoptotiques dans la cavité péritonéale

SP-D Diminution de I'élimination des cellules apoptotiques dans les poumons (Vandivier er al , 2002)

C4 Auto-immunité systémique avec auto-anticorps et glomérulonéphrite Diminution  (Chen et af , 2000;
de I'élimination des cellules apoptotiques dans la cavité péritonéale Taylor et al , 2000)

SAP Auto-immunité systémique avec auto-anticorps et glomérulonéphrite (Bickerstaff ef al, 1999)
Accélération de la dégradation de la chromatine, réponse immune contre la
chromatine

1gM Auto-immunité contre des auto-antigénes nucléaires; dépét d'lgG et de (Boes et al , 2000,
composantes du complément dans les reins Ehrenstein, Cook ct

Neuberger, 2000)

c-Mer Auto-immunité contre des auto-antigénes nucléaires; dépét d'lgG et de (Scottetal, 2001,
composantes du complément dans les reins Cohen er al, 2002)
Défaut dans I'élimintation des cellules apoptotiques dans le thymus ct la rate

PS-R Accumulation de cellules apoptotiques dans le cerveau et les reins (Li et al, 2003)
Développement anormal et mort néonatale

PECAM-1 Auto-immunité systémique avec auto-anticorps et glomérulonéphrite (Wilkinson et al , 2002)

SP-D, Surfactant protein D; SAP, Serum amyloid P-component
Les neutrophiles apoptotiques montrent des altérations moléculaires a leur surface, qui
donnent lieu 4 une modulation d’expression, une modification structurale ou a

I’apparition de nouvelles molécules a la surface des cellules. Le tableau 3 (page 25)
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présente quelques études identifiant la modulation d’expression de certaines molécules a
la surface des neutrophiles apoptotiques. Il est & noter que certaines de ces études se
contredisent, entre autres, au niveau de la modulation d’expression du CDI1b
(Dransfield, Stocks et Haslett, 1995; Jones et Morgan, 1995; Beinert e al, 2000) et du
CD63 (Dransfield, Stocks et Haslett, 1995; Jones et Morgan, 1995; Hart et al, 2000). Ces
différences pourraient découler de résultats obtenus selon des protocoles expérimentaux
différents. Le réle de ces changements membranaires n’est pas complétement défini, mais
nous pouvons croire que certains offrent un mécanisme sécuritaire pour 1’élimination des
deébris cellulaires, incluant la diminution de la réponse aux stimuli inflammatoires
exogeénes, la modification et la détoxification de certains constituants cellulaires
(Dransfield, Stocks et Haslett, 1995; Jones et Morgan, 1995; Hart er a/, 2000; Nusbaum ef
al, 2004). 11 est difficile de déterminer si tous les changements encourus a la surface du
neutrophile apoptotique servent a sa reconnaissance par les phagocytes environnants. Il
semblerait que ce soit le cas d’ICAM-3/CD50 (Moffatt ez al, 1999; Hart et al, 2000) et du
FcyRI/CD32 (Vivers et al, 2004). Ce dernier acquiert, une fois 1’apoptose initiée, la
capacité¢ de se lier aux complexes immuns, ce qui aide 4 la reconnaissance par les
macrophages. Il a récemment été démontré que les neutrophiles apoptotiques sécrétent de
I’annexine-1 dans le milieu extracellulaire, qui se fixe ensuite a la surface des cellules
apoptotiques et qui est impliquée dans la reconnaissance par les macrophages (Scannell et
al, 2007). 11 est également intéressant de noter que I’expression des « don’t eat-me
signals », comme le CD31 et le CD47, est diminuée lors de 1’apoptose des neutrophiles

(Hart et al, 2000; Gardai et al, 2005; Guzik et al, 2007).
1.3. Désordres inflammatoires

L’intérét de la recherche sur les mécanismes de I’inflammation vient du fait que ce
processus est impliqué non seulement dans la protection de 1’organisme contre les
infections, mais aussi dans de nombreuses situations pathologiques. En effet, il existe un
paradoxe dans la réponse inflammatoire : malgré le fait qu’elle soit essentielle au
maintien de I’homéostasie, protégeant ’organisme contre les infections, elle peut
¢galement contribuer & endommager les tissus environnants durant le processus.

L’inflammation prolongée est associée & de nombreuses maladies chroniques et a I’auto-
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immunité (Henson, 2005). Les maladies auto-immunes représentent des désordres par
lesquels le systeme immunitaire des patients réagit contre des auto-antigénes ou certains
systémes de I’organisme. Dans plusieurs de ces maladies, les tissus endommagés
montrent des Iésions indiquant la présence de réponse inflammatoire destructrice. Ces
réactions se font par I’intermédiaire des cellules ou des anticorps du patient contre ses

propres tissus (Williams, 2007).

Il existe une pénurie de connaissances sur la nature des événements responsables du
déclenchement de maladies auto-immunes. Des auteurs proposent certaines hypothéses
selon lesquelles des infections virales ou microbiennes induiraient 1’auto-immunité en
initiant une réponse immune croisée avec un auto-antigéne de 1’hote. Des théories
alternatives se basent sur le fait qu’il peut y avoir présence d’auto-immunité chez des
animaux exempts de maladies antécédentes. De plus, il est possible de retrouver chez
I’humain des lymphocytes B et T auto-réactifs, maintenus dans un état non pathogénique
via des mécanismes régulateurs. Il se pourrait que I’apparition de 1’auto-immunité soit la
conséquence d’une chute de tels mécanismes de régulation (Mocci, Lafferty et Howard,
2000). Jusqu’ici, il semblerait que la prédisposition aux maladies auto-immunes dépend
de plusieurs facteurs, notamment le bagage génétique (Savill er a/, 2002). Malgré le fait
que les mécanismes responsables d’une réponse immune contre des auto-antigénes ne
soient pas totalement expliqués, il devient de plus en plus clair qu’il existe un lien entre
I’élimination inappropriée des cellules apoptotiques et 1’auto-immunité (Taylor ef al,
2000; Manfredi et al, 2002; Savill et al, 2002). Il a été démontré que I’inoculation de
cellules apoptotiques peut provoquer la production d’auto-anticorps chez la souris
(Mevorach er al, 1998; Gensler et al, 2001). En outre, il semblerait que les événements
protéolytiques engendrés lors de 1’apoptose pourraient cliver et modifier plusieurs auto-
antigénes, révélant des épitopes qui étaient auparavant dissimulés (Taylor et al, 2000).
Chez la souris (tableau 2, page 22) et I’humain, 1’élimination inefficace des cellules
apoptotiques et de leur contenu est associée au développement de maladies auto-immunes

comme le lupus systémique érythémateux.
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Tableau 3 : Modulation de I’expression de certaines molécules a la surface des neutrophiles

apoptotiques.
Antigénes Autres noms Types de molécule, fonctions Expression Références
CDlla LFA-1 B2-intégrine (sous-unité¢ a), adhésion Baisse (Dransficld, Stocks ct Haslett, 1995;
Jones et Morgan, 1995)
CD1lb  MAC-1,CR3 B2-intégrine (sous-unit¢ a), adhésion Baisse (Jones et Morgan, 1995; Beinert er
al, 2000)
Hausse (Dransfield, Stocks et Haslett, 1995)
CDllc B2-intégrine (sous-unité a), adhésion Hausse (Dransfield, Stocks et Haslett, 1995)
CDI3 Aminopeptidase N Protéine associée aux intégrines, maturation des Hausse (Hart er al , 2000)
protéines
CDI5 Lewis Glycoprotéine, adhésion Baisse (Dransficld, Stocks et Haslett, 1995;
Hart et al , 2000)
CD16 FeyRHI Récepteur phagocytique Baisse (Dransfield, Stocks et laslett, 1995;
Homburg ¢t al, 1995; Hart et al,
2000; Nusbaum ¢r al, 2004)
CD17 Lactosylcéramide  Glycolipide Baisse (Hart et al , 2000)
CDIg B2-intégrine B2-intégrine (sous-unité B), adhésion Baisse (Dransfield, Stocks et Haslett, 1995;
Jones et Morgan, 1995)
CD3] PECAM-] Membre de la superfamille des immunoglobulines, Baisse (Mart er al , 2000; Guzik et al, 2007)
adhésion, "don't cat-me signal”
CD32 FeyRI Récepteur phagocytique Baisse (Hart et al , 2000)
CD35 CR1 Récepteur phagocytique, régulation du complément Baisse (Dransficld, Stocks et llaslett, 1995;
Jones et Morgan, 1995; Hart ¢t al,
2000)
CDh43 Leucosialine Glycoprotéine Baisse (Dransficld, Stocks et Haslett, 1995;
Nusbaum et al, 2004; Nusbaum et
al, 2005)
CD46 Membrane cofactor Glycoprotéine, régulateur du complément, "don't  Faible baisse (Jones et Morgan, 1995; Elward et
protein cat-me signal" al, 2005)
CD47 Protéine associée aux intégrines, "don't eat-me Baisse (Gardai et al , 2005)
signal”
CD50 ICAM-3 Membre de la superfamille des immunoglobulines, Baisse (Hart et al , 2000)
adhésion, "eat-me signal"
CDs53 Glycoprotéine, signalisation intracellulaire Hausse (Beinert et al , 2000)
CDS55 Decay accelerating  Glycoprotéine, régulateur du complément Baisse (Jones et Morgan, 1995)
CD59 Protectine Glycoprotéine, régulateur du complément Baisse (Jones et Morgan, 1995)
CD62L  L-sélectine Glycoprotéine, adhésion Baisse (Dransfield, Stocks et Haslett, 1995;
Beinert ef al,, 2000)
CD63 Protéine associée aux intégrines, adhésion Baisse (Hart et al , 2000)
Hausse (Beinert et al , 2000)
CD65 polysialyl-n- Glycoprotéine Baisse (Hart et al , 2000)
acetyllactocéramide
CD66acde Membre de la superfamille des immunoglobulines, Faible baisse (Hart er a/, 2000)
adhésion
CD66b Membre de la superfamille des immunoglobulines, Faible baisse (Hart ef af, 2000)
adhésion
CD87 uPAR Protéine associée aux intégrines, interaction entre  Baisse (Hart et al , 2000)
cellules, ligand a intégrines
CD88 C5a-R Récepteur de facteurs solubles, régulateur du Baisse (Hart er al , 2000)
complément
CDI20b __ TNF-R type2 Récepteur de facteurs solubles, apoptose Baisse (Hart er al, 2000)

LFA-1, "Lymphocyte function-associated antigen-1"; MAC-1, "Macrophage-1 antigen"; CR3, "Complement
receptor-3"; uPAR, "Urokinase plasminogen activator receptor”; CR1, "Complement receptor-1".
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1.3.1. Les ANCA

Les neutrophiles peuvent constituer une importante source d’auto-antigénes. Les
protéines contenues principalement dans les granules cytoplasmiques des neutrophiles
sont reconnues pour €tre des antigénes-cibles pour les anticorps anti-cytoplasme de
neutrophiles (« antineutrophil cytoplasmic antibodies » ou ANCA). Ces auto-anticorps
sont présents dans plusieurs maladies auto-immunes, mais ils sont particuliérement
associés a des vascularites systémiques comme la granulomatose de Wegener, la
polyangéite microscopique et le syndrome de Churg-Strauss (Bartunkova, Tesar et
Sediva, 2003). L’¢étiologie de ces types d’inflammation des vaisseaux sanguins est pour
Iinstant inconnue, mais il semblerait que la formation d’ANCA dépende 4 la fois de
prédispositions génétiques et de facteurs environnementaux. A I’origine, les ANCA ont
été divisés en deux groupes selon leur localisation en microscopie. Il y a les ANCA
cytoplasmiques (C-ANCA) et les ANCA périnucléaires (P-ANCA). Ces deux
localisations sont cependant artéfactuelles, puisqu’elles sont dues a la fixation & 1’éthanol
qui modifie leur positionnement intracellulaire. Les C-ANCA reconnaissent
principalement la protéinase-3, tandis que I’antigéne principal des P-ANCA est la MPO.
Les ANCA peuvent également reconnaitre d’autres protéines comme la lactoferrine,
I’élastase et la cathepsine G (Witko-Sarsat er al, 2000; Bartunkova, Tesar et Sediva,
2003).

Les niveaux d’ANCA sont directement proportionnels au degré de sévérité de la maladie
et il semblerait que ces auto-anticorps soient impliqués dans plusieurs étapes de la
réponse inflammatoire. Il était & priori difficile de déterminer comment les ANCA
parviennent a atteindre leur cible antigénique dans le cytoplasme. Il a été démontré,
depuis, qu’il y a translocation de ces auto-antigénes vers la surface cellulaire lors de
I’activation ou lors de I’apoptose du neutrophile (Gilligan et al, 1996; Bartunkova, Tesar
et Sediva, 2003). La liaison des ANCA a leur antigéne active les neutrophiles et provoque
la flambée oxydative, la dégranulation et la production de cytokines pro-inflammatoires,
créant des dommages a I’endothélium. Cette liaison a également pour effet d’inactiver les
antigénes-cibles et, puisque ces derniers sont des enzymes impliquées dans la réponse

microbicide, ceci compromet la capacité du neutrophile & éliminer les micro-organismes.
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De plus, I’opsonisation des neutrophiles par les ANCA accélére leur apoptose et incite la
production de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages qui les phagocytent via

les récepteurs Fc (Bartunkova, Tesar et Sediva, 2003).
1.4. Le modéle de la poche d’air

Le modéle de la poche d’air fut décrit pour la premiére fois par Hans Selye (Selye, 1953).
Ce modele s’avére un bon outil pour étudier les mécanismes d’inflammation in vivo. Pour
ce faire, de I’air stérile est injecté de maniére sous-cutanée dans le dos d’un animal,
typiquement un rat ou une souris, créant une cavité qui demeure stérile jusqu’a I’injection
d’un stimulus pro-inflammatoire. Ce modéle permet d’effectuer des analyses de réactions
inflammatoires synoviales puisqu’en aussi peu que six jours, la cavité dorsale développe
une couche, composée majoritairement de macrophages et de fibroblastes, organisée de
manicre similaire a du tissu synovial. Cette cavité est hautement réactive aux stimuli
inflammatoires, probablement grice a sa couche cellulaire agissant comme une barriére
mécanique empéchant la dispersion de I’irritant injecté et 4 une forte vascularisation sous
les macrophages et fibroblastes tapissant la poche (Edwards, Sedgwick et Willoughby,
1981; Sedgwick et al, 1984; Schiltz et al, 2002). L’inflammation créée dans ce modéle se
résorbe spontanément par un mécanisme qui demeure pour I’instant inconnu (Serhan et

Savill, 2005).

Ce modéle comporte plusieurs avantages (Tessier et al, 1997). En effet, il est facilement
reproductible, il permet de varier le type de molécule injecté dans la poche d’air et de
vérifier sa capacité a induire une réaction inflammatoire. De plus, les leucocytes migrant
dans la poche peuvent étre facilement récoltés, quantifiés et identifiés. En outre, les
médiateurs chimiques produits durant la réponse inflammatoire demeurent dans la poche
et peuvent étre récoltés et quantifiés. Enfin, suite a ’injection d’un puissant agent pro-
inflammatoire comme le LPS, il s’agit d’une des méthodes les plus efficaces permettant
d’obtenir la plus grande quantité possible de neutrophiles chez la souris. Cette technique
permet donc de récolter des neutrophiles murins afin d’étudier certaines de leurs fonctions

ex vivo.
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2. LE CYTOSQUELETTE

Le cytosquelette est composé de trois types de filaments : les microfilaments (MF), les
filaments intermédiaires (FI) et les microtubules (MT) (figure 5) (Alberts, 1994). Ce
réseau dynamique de protéines joue un réle important dans le maintien de la structure et
Iorganisation cellulaire. De plus, le cytosquelette confére a la cellule un certain degré de
plasticité afin d’accomplir de nombreuses fonctions telles la diapédése, le chimiotactisme,
la phagocytose et la division cellulaire. La translocation d’organelles et de vésicules
cytoplasmiques, le mouvement de protéines cytosoliques, la dégranulation et la régulation
de récepteurs sont toutes des fonctions qui sont intimement associées a des changements
au niveau de I’organisation du cytosquelette (Rogers, Morris et Blake, 1992; Edwards,
1994).

Figure 5 : Types de filaments formant le cytosquelette. Ce réseau est composé de trois types de
filaments, soit les microfilaments (MF), les filaments intermédiaires (FI) et les microtubules
(MT). (Inspirée de Alberts, 1994).

2.1. Les microfilaments

Les MF, dont le diamétre est d’environ 7 nm, sont probablement les composantes les plus
dynamiques du cytosquelette. Ils sont directement impliqués dans toute forme de
mouvement cellulaire. La morphologie cellulaire est controlée par des étapes de
contraction et relaxation des MF, ce qui génére la force mécanique nécessaire au
mouvement cellulaire. Cette force est attribuée par I’association avec des protéines

motrices comme la myosine (Vicente-Manzanares et Sanchez-Madrid, 2004; Disanza et
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al, 2005). Les MF sont retrouvés principalement sous la membrane plasmique et dans les
régions de la cellule impliquées dans la phagocytose et la formation de pseudopodes
(Alberts, 1994; Edwards, 1994). Les MF, qui existent sous la forme d’hélices double-brin,
sont issus de I’assemblage de monomeres d’actine, une des protéines les plus abondantes
de nombreuses cellules eucaryotes. Les filaments d’actine (F-actine) existent en équilibre
avec I’actine sous sa forme monomérique soluble (G-actine). Les filaments d’actine sont
polaires, ayant des extrémités différentes quant a leur constante d’attachement aux
monomeres d’actine. Cette différence, générée par la capacité de D’actine a se lier et
hydrolyser I’ATP, donne une polarité physique au filament. La formation de filaments se
fait en deux étapes: la nucléation (formation d’un dimére d’actine) et I’élongation
(addition de monomeéres d’actine au site de nucléation). Le contrdle de la formation des
filaments se fait & deux niveaux, soit au niveau de la longueur des filaments et au niveau
du taux de ramifications entre les filaments (Rogers, Morris et Blake, 1992; Cicchetti,

Allen et Glogauer, 2002; Disanza et al, 2005).

Chez le neutrophile au repos, environ 50 & 70% du pool d’actine est, sous sa forme
monomérique, diffusé dans tout le cytoplasme. Cette distribution procure un avantage,
puisque la formation de filaments d’actine peut rapidement avoir lieu aux endroits
cellulaires requis. L’actine polymérisée chez les cellules au repos se situe principalement
prés de la membrane plasmique, avec quelques filaments présents entre le cortex et le
noyau. La stimulation des neutrophiles par différents agents active la polymérisation

rapide de I’actine (Edwards, 1994).

Il existe de nombreuses protéines associées aux MF (« microfilament associated
proteins » ou MFAP) qui jouent un réle important dans la régulation de la formation,
I’organisation spatiale et ’ancrage des MF. La coordination et I’intégration des activités
des MFAP sont essentielles au contrdle de la polymérisation directionnelle de ’actine in
vivo (Rogers, Morris et Blake, 1992; Winder et Ayscough, 2005). Le rdle joué par ces
différentes protéines est varié. Par exemple, la myosine se lie a la F-actine et cause la
contraction nécessaire au mouvement vectoriel. La gelsoline bloque I’extrémité positive
des filaments d’actine, ce qui prévient 1’élongation du filament a cette extrémité. De plus,

elle solidifie les liens actine-actine et peut diviser des filaments existants. Il semblerait
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que la paxilline joue le role d’adaptateur moléculaire, responsable du recrutement de
molécules structurales et de signalisation aux sites d’adhésion focale. La vinculine, pour
sa part, regroupe et ancre la F-actine a la membrane plasmique, fortement associée a I’a-
actinine. L’action de ces différentes MFAP est régulée par plusieurs voies de signalisation
permettant a la cellule de répondre aux divers stimuli externes (Edwards, 1994; Winder et

Ayscough, 2005).
2.2. Les microtubules

Les MT ont un diamétre d’environ 25 nm et forment de longues structures tubulaires
résultant de I’association de deux sortes de protéines, soit I’a- et la B-tubuline. Les parois
du cylindre sont faites d’éléments linéaires, nommés protofilaments, qui sont formés a
partir des sous-unités de tubuline alignées en rangées (Rogers, Morris et Blake, 1992).
Les MT sont des structures polaires, c’est-a-dire que la formation des filaments se fait
beaucoup plus rapidement d’un cété (1’extrémité positive) que de 1’autre (I’extrémité
négative). Comme les MF, la formation des MT se fait en deux étapes : nucléation et
élongation. Chez la plupart des cellules, I’extrémité négative est attachée au centrosome
pres du noyau (Alberts, 1994). La quantité de MT chez le neutrophile au repos est estimée
étre autour de 11 a 23 par cellule, avec environ 35 4 40% du pool de tubuline assemblé.
Le reste de molécules de tubuline peut s’assembler trés rapidement lors de 1’activation du

neutrophile (Edwards, 1994).

Les MT irradient a travers le cytoplasme, & partir du noyau jusqu’a la membrane
plasmique, et sont intimement associés au réticulum endoplasmique et a 1’appareil de
Golgi. Ils jouent donc un réle important dans le transport vésiculaire et lors de
I’endocytose et I’exocytose (Rogers, Morris et Blake, 1992). Les MT jouent un rdle dans
le maintien des MF et sont impliqués lors du mouvement cellulaire, la translocation
d’organelles et autres molécules, le transport vésiculaire et 1’établissement du fuseau
mitotique (Rogers, Morris et Blake, 1992; Edwards, 1994). Les MT joueraient un role
lors de la sécrétion et la translocation de vésicules phagocytiques de la périphérie du

neutrophile vers des régions plus centrales du cytoplasme (Edwards, 1994).
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2.3. Les filaments intermédiaires

Le nom des FI vient du fait que ces filaments ont un diamétre situé entre les MF et les
MT, soit d’environ 10 nm. Les FI sont plus robustes que les MF et les MT et, puisque les
FI sont incapables de se dissocier de certaines structures cellulaires, il semblerait que ces
filaments soient principalement impliqués dans le maintien mécanique des principales
structures cellulaires (Edwards, 1994; Vicente-Manzanares et Sanchez-Madrid, 2004).
Malgré leur grande diversité, toutes les protéines des FI ont une structure moléculaire
semblable, composée de trois domaines: la région N-terminale variable, la portion
centrale hautement conservée en hélice a et la région C-terminale variable. Les portions
terminales sont variables en homologie de séquence et en dimension et distinguent la
protéine par rapport aux autres (Rogers, Morris et Blake, 1992; Fuchs et Cleveland,
1998). Les FI se subdivisent en cinq sous-types basés sur des homologies de séquences
entre les protéines qui les composent (tableau 4, page 32). Le type I regroupe les kératines
acides, tandis que les kératines de type II sont plus basiques. Des paires de kératines de
types I et II sont exprimées différentiellement chez la plupart des cellules épithéliales. Les
FI de type IIl comprennent la vimentine, la desmine, la GFAP (« glial fibrillary acidic
protein ») et la périphérine. Les neurofilaments font partie du type IV et les FI de type V
sont composés de lamines. Les lamines sont les protéines formant la lamina nucléaire
située a la surface interne de la membrane nucléaire (Fuchs et Weber, 1994; Coulombe ef

al, 2001; Paramio et Jorcano, 2002).
2.3.1. Les lamines

L’enveloppe nucléaire est une structure complexe qui sépare le nucléoplasme du
cytoplasme et enveloppe la chromatine. Elle est composée de deux membranes nucléaires
(interne et externe), de complexes de pores nucléaires et de la lamina nucléaire (Vleck,
Dechat et Foisner, 2001). La lamina nucléaire est un réseau fait principalement de
protéines des FI, nommées les lamines. La lamina se concentre prés de la membrane
interne du noyau et les lamines se ramifient dans tout le noyau en association avec la
chromatine (Wolfner et Wilson, 2001). Les lamines nucléaires sont reliées aux FI

cytoplasmiques et ont la structure moléculaire typique des FI. Les portions terminales de
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la protéine ne sont pas trés conservées par rapport aux autres types de FI et la portion c-
terminale contient une séquence de localisation nucléaire pour le transport nucléaire et un

site de liaison a la chromatine (Moir et Spann, 2001).

Tableau 4 : Classification des filaments intermédiaires (Rogers, Morris et Blake, 1992).

Types de F1 Noms Expression
1 Kératines acides (K9 4 K20 ¢t K23) Cellules épithéliales
Kératines de cheveux (Hal a Had4) Cheveux

11 Kératines basiques (K1 4 K8) Cellules épithéliales
Kératines de cheveux (I1bl a Hb6)  Cheveux
111 Vimentine Cellules du mésenchyme
Desmine Cellules musculaires
GFAP Cellules gliales, astrocytes
Périphérine Systéme nerveux périphérique
v Neurofilaments Axones et dendrites des neurones
v Lamines A/C Noyau de certaines cellules
Lamines B Noyau de toutes les cellules

Chez les vertébrés, il existe de trois a quatre séquences génomiques codant pour différents
types de lamines. Il existe deux classes de lamines, les lamines de type A et celles de type
B, qui sont exprimées différemment durant le développement et la différenciation des
cellules (Holmer et Worman, 2001; Moir et Spann, 2001). Les lamines de type B sont
exprimées constitutivement, alors que celles de type A sont exprimées plus tardivement
dans le développement. L’épissage alternatif des génes de lamines augmente la variété de
lamines produites, certaines ayant des fonctions spécifiques aux tissus. L’attachement des
lamines a la membrane nucléaire interne implique plusieurs mécanismes et différe selon
le types de lamines. Les lamines B possédent une séquence dans leur portion c-terminale
servant a I’ancrage dans la membrane. Cet attachement est solidifié par la liaison & des
protéines membranaires telles que le récepteur aux lamines B (LBR pour « lamin-B
receptor ») et la « lamina-associated polypeptide2-f » (LAP2B). Les lamines de type A
sont reliées & la membrane de fagon beaucoup moins stable et leur attachement dépendrait
de la présence des lamines B et de leur liaison & des protéines telles que LAP1 (Vleck,

Dechat et Foisner, 2001).

Les lamines A et C sont identiques, excepté que la lamine A a une région unique de 90
acides aminés dans la portion c-terminale, tandis que la lamine C a une séquence unique
de 6 acides aminés dans la méme portion. Ces deux isotypes de lamines sont

habituellement exprimés en quantités approximativement équivalentes chez les cellules
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somatiques différenciées. Il existe deux types de lamines B chez les humains, soit la
lamine By et la lamine By, qui sont encodées par différents génes situés sur les
chromosomes 5 et 19 respectivement. Ces deux isotypes sont exprimés a des ratios variés
selon les différents types de tissus (Moir et Spann, 2001). Des types de lamines
spécifiques aux cellules spermatiques, les lamines C, et B, ont été identifiées chez les
rongeurs. Il semblerait que ces deux protéines jouent un role dans la forme nucléaire
distinctive, observée chez les cellules spermatiques, et qu’elles soient présentes également

chez I’humain (Moir et Spann, 2001; Schutz ef al, 2005).

La lamina nucléaire est principalement impliquée dans le support de la membrane
nucléaire et dans la détermination de la structure et la résistance mécanique du noyau.
L’organisation des lamines est également impliquée dans la réplication de I’ADN,
probablement via son maintien de l'intégrité de I’enveloppe nucléaire, nécessaire au
déplacement efficace des facteurs de réplication de ’ADN. Les lamines pourraient
¢galement influencer I'organisation de la chromatine, ce qui affecte les processus
nucléaires. Il a ét€ suggéré que les lamines nucléaires auraient un réle 4 jouer dans la
transcription de I’ADN, puisque des changements d’expression des lamines peuvent

influencer I’expression des génes (Moir et Spann, 2001).

Durant la différenciation des neutrophiles, il y a segmentation du noyau produisant le
noyau polylobé, typique a ces cellules. Bien que les cellules mononucléées possédent des
lamines de type A et B, les neutrophiles matures n’ont pas de lamines A/C et possédent
seulement de la lamine B, et B,. Lors de la différenciation de la lignée de cellules
promyélocytiques humaines HL-60 en neutrophiles, il y a baisse d’expression des lamines
A/C tandis que les niveaux de lamines B restent stables (Yabuki et a/, 1999). L’anomalie
de Pelger-Huét est un défaut héréditaire, caractérisé par une forme nucléaire anormale des
granulocytes sanguins. Il a été observé que les neutrophiles de patients souffrant de cette
maladie ont un noyau ovoide hyposegmenté, une organisation anormale de la chromatine
et une plus faible activité de la caspase-6, une enzyme reconnue pour cliver les lamines
A/C (Yabuki et al, 1999; Hoffmann ef al, 2002). Des mutations dans le gene codant pour
le LBR ont été découvertes chez les personnes atteintes de I’anomalie de Pelger-Huét et la

faible expression du LBR affecte la morphologie nucléaire et la distribution de la
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chromatine (Hoffmann et al, 2002). Chez les HL-60 différenciés en neutrophiles, la
caspase-6 est davantage activée que chez les cellules non différenciées (Yabuki et al,
1999). Toutes ces observations nous permettent de croire que la forme polylobée des
noyaux de neutrophiles serait due, entre autres, a ’augmentation de la déformabilité de
I’enveloppe nucléaire résultant d’une déficience en lamines A/C et 4 une augmentation
des interactions entre I’enveloppe nucléaire et la chromatine, liée & une forte expression

du LBR (Olins et al, 2001; Olins et Olins, 2004; Hoffmann et al, 2007).
2.3.2. La vimentine

La vimentine est produite par les cellules qui proviennent du mésenchyme (fibroblastes,
cellules endothéliales, monocytes-macrophages, lymphocytes et granulocytes) de méme
que par une variété de lignées de cellules transformées et de tumeurs. Elle est la protéine
la plus largement exprimée de tous les FI de type III. Les filaments de vimentine forment
des associations avec les autres composantes du cytosquelette, contribuant a
organisation subcellulaire, et semblent former dans plusieurs types cellulaires des
associations avec les lamines nucléaires. Une fonction importante reconnue des filaments
de vimentine est la protection mécanique de la cellule contre le stress physique (Evans,
1998). En conséquence, le démantélement des FI serait nécessaire 4 I’augmentation du
niveau de déformabilité requis & ’extravasation. Il a été démontré que la redistribution
des FI de vimentine est un événement fondamental lors de la polarisation du lymphocyte.
Les filaments de vimentine sont démantelés et réorganisés en un agrégat qui se concentre

dans ’uropode (Brown et al, 2001).

Il est de plus en plus reconnu que la vimentine joue un réle dans I’organisation de
protéines impliquées dans plusieurs fonctions critiques comme 1’adhésion, la migration et
la signalisation intracellulaire allant de la membrane plasmique au noyau de la cellule
(Paramio et Jorcano, 2002; Ivaska et al, 2007). Des études chez les cellules endothéliales
ont démontré que la vimentine jouerait un role dans 1’adhésion cellulaire en régulant
I’affinité des intégrines pour leur ligand et I’architecture des sites d’adhésion (Gonzales et

al, 2001; Tsuruta et Jones, 2003). La vimentine a été observée a l’intérieur des
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podosomes de macrophages adhérents et il semblerait également qu’elle soit un joueur

important dans le transport vésiculaire (Ivaska et al, 2007).

La vimentine est impliquée dans la signalisation intracellulaire, entre autres, par son
interaction avec diverses molécules de signalisation. Ces interactions peuvent modifier les
propriétés et la disposition des protéines intermédiaires de signalisation et, en particulier,
affecter leur distribution cellulaire (Paramio et Jorcano, 2002). Il a été démontré que la
vimentine peut se lier avec de nombreuses kinases, entre autres, les isoformes B- et 8- de
la PKC (Owen, Johnson et Lord, 1996), la kinase dépendante du GMP cyclique (G-
kinase) (Pryzwansky, Wyatt et Lincoln, 1995), la kinase dépendante de ’AMPc et la
kinase p34°*? (Chou, Ngai et Goldman, 1991). La vimentine peut également interagir
avec les GTPases Racl et Cdc42 (Meriane et al, 2000) et la protéine phosphatase 2A
(Turowski et al, 1999). La vimentine est une protéine pouvant étre phosphorylée a
plusieurs résidus sérines/thréonines et ces événements de phosphorylation ménent au
démantelement des filaments de vimentine. Les phosphatases ont, a I’inverse, pour effet

d’accélérer la formation des filaments (Evans, 1998; Sihag et a/, 2007).

Chez les neutrophiles, les filaments de vimentine se dispersent dans le cytoplasme autour
des lobes du noyau. La différenciation de cellules NB4, une lignée promyélocytique, en
neutrophiles induit une diminution des niveaux de vimentine et remodéle le réseau de FI,
pour ainsi modifier les propriétés mécaniques du cytoplasme. La redistribution des
filaments de vimentine chez ces cellules permet une plus grande facilité de déplacement a
travers une membrane poreuse par chimiotactisme. Ceci nous suggére que ’expression et
I"architecture de la vimentine sont contrlées durant la différenciation des neutrophiles
pour réguler les propriétés mécaniques de ces cellules et ainsi faciliter les compressions

latérales, nécessaires lors de la diapédése (Bruel ef al, 2001).

La vimentine est phosphorylée par la PKC, suite a une stimulation des neutrophiles par le
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Huang, Devanney et Kennedy, 1988). Les études
les plus poussées sur les FI de vimentine chez les neutrophiles activés ont été réalisées en
stimulant les cellules avec du fMLP. L’activation par le fMLP stimule la dégranulation,

augmente I’adhésion des cellules et, par le fait méme, les niveaux intracellulaires de
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calcium et de GMP cyclique. La G-kinase est alors colocalisée avec la vimentine dans le
péricortex et l'uropode de la cellule polarisée. Cette colocalisation méne a la
phosphorylation et a la réorganisation des filaments de vimentine (Wyatt, Lincoln et
Pryzwansky, 1991). Le méme effet a été observé en stimulant les neutrophiles avec un
ionophore de calcium (Pryzwansky, Wyatt et Lincoln, 1995). Lors de la dégranulation, il
y a dissolution des filaments d’actine dans le cortex et assemblage transitoire des FI dans
les régions dépourvues de granules, ce qui pourrait permettre le mouvement des granules,
dirigé par les MT vers la membrane plasmique (Pryzwansky et Merricks, 1998). Il est a
noter que la vimentine a ét¢ récemment identifiée dans le protéome des granules
spécifiques, tertiaires (Lominadze et a/, 2005) et azurophiles (Lominadze et al, 2005;
Feuk-Lagerstedt er al, 2007). Les FI de vimentine seraient donc impliqués dans la
modulation de I’architecture et I’organisation cytoplasmique, aussi bien que dans la
stabilisation de la membrane plasmique et du noyau contre le stress qui survient lors des

changements morphologiques du neutrophile activé (Pryzwansky et Merricks, 1998).
2.4. Role du cytosquelette dans les maladies auto-immunes

Des auto-anticorps dirigés contres les protéines du cytosquelette sont retrouvés dans
plusieurs cas de maladies auto-immunes. La plupart de ces auto-anticorps ciblent des
protéines des FI (Varon er al, 1990; Rogers, Morris et Blake, 1992). L’injection de
cellules T Jurkat apoptotiques dans des souris provoque la production d’auto-anticorps,
dont des auto-anticorps anti-vimentine (Gensler e a/, 2001). Des auto-anticorps dirigés
contre les FI, incluant la vimentine, ont été retrouvés chez des modéles expérimentaux
d’arthrite chez le rat et chez des patients humains souffrant de cette maladie (Franch ef al,
1994). 1l a été¢ démontré que le sérum de patients souffrant de lupus systémique
érythémateux contient des auto-anticorps dirigés contre la vimentine et I’ADN nucléaire
(Sanchez et al, 1990; Thebault et a/, 2002). Des auto-anticorps anti-lamine B sont
retrouves dans plusieurs cas de maladies auto-immunes (Nesher, Margalit et Ashkenazi,
2001), notamment dans les cas de lupus (Reeves et al, 1987; Guilly et al, 1987; Reeves et
Ali, 1989; Dieude et al, 2002). L’origine de ces auto-anticorps est inconnue; mais

quelques études récentes ont démontré que plusieurs types de cellules peuvent exprimer

36



certaines protéines du cytosquelette & leur surface, ce qui pourrait expliquer I’émergence

des auto-anticorps anti-cytosquelette.
2.4.1. Expression a la surface de cellules

Vimentine

La vimentine a été observée a la surface de quelques types cellulaires sous différentes
conditions. Il a été démontré que, lorsque des macrophages humains sont activés, il ya
phosphorylation de la vimentine par la PKC, ce qui a pour effet de stimuler I’expression
de la protéine a la surface et sa sécrétion dans le milieu extracellulaire. Ce processus peut
étre modulé par des cytokines : I'IL-10 (une cytokine anti-inflammatoire) a pour effet de
diminuer la sécrétion de la protéine, tandis que le TNF-o (une cytokine pro-
inflammatoire) augmente la sécrétion de la vimentine. De plus, la vimentine
extracellulaire facilite la destruction des bactéries et la génération de radicaux libres, deux

fonctions importantes des macrophages activés (Mor-Vaknin et a/, 2003).

La vimentine est exprimée a la surface des plaquettes activées, ou elle se lie, via sa
portion amino-terminale, & un complexe formé de la vitronectine et de I’inhibiteur de
Pactivateur du plasminogéne (« plasminogen activator inhibitor ») de type 1. Ceci
suggére que la vimentine serait impliquée dans la régulation de la fibrinolyse dans le

plasma et les caillots sanguins (Podor ef al, 2002).

L’équipe de Boilard (2003) a démontré que les lymphocytes T humains apoptotiques
expriment la vimentine a leur surface. En déterminant la spécificité de différents anticorps
anti-vimentine, ils ont observé que les portions centrales et carboxy-terminales étaient
exprimées a la surface des cellules. La vimentine partiellement exprimée & la surface
cellulaire se lie & la phospholipase A, sécrétée du groupe IIA, une enzyme impliquée dans
les processus inflammatoires. Les auteurs n’ont cependant pas déterminé si la vimentine
contribue a réguler I’activation de la phospholipase afin qu’elle hydrolyse des

phospholipides membranaires lors de 1’inflammation.

I semblerait qu’une population de cellules endothéliales exprime la vimentine a leur

surface et qu’une partie soit sécrétée dans le sang. La vimentine fut identifiée par la
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recherche de I’antigéne reconnu par I’anticorps PAL-E, un anticorps utilisé dans la
distinction entre les cellules endothéliales provenant des vaisseaux sanguins et celles
provenant des vaisseaux lymphatiques. Les auteurs de cette étude ont suggéré que la
vimentine a la surface des cellules endothéliales serait impliquée lorsque les leucocytes
traversent I’endothélium pour quitter la circulation sanguine (Xu et al, 2004). Ces
observations sont toutefois incertaines, puisque I’identité de la vimentine a la surface des

cellules endothéliales a été contestée dans une étude ultérieure (Niemela et al, 2005).

Les neutrophiles peuvent générer des radicaux tyrosyles suite & une activation par le
PMA, Pinterferon-y (IFN-y) ou le TNF-a. Ces radicaux agissent de fagon autocrine en se
liant a des protéines exposées a la surface du neutrophile. Les protéines tyrosylées sont
initialement localisées a la surface cellulaire, internalisées puis dégradées. Il est
intéressant de constater que la vimentine a été identifiée parmi les protéines tyrosylées et
que celle-ci était phosphorylée dans sa portion carboxy-terminale. Il a été suggéré que la
phosphorylation de la vimentine serait nécessaire & sa translocation & la membrane
plasmique. Les auteurs de cette étude n’ont cependant pas démontré directement la

présence de la vimentine 4 la surface des neutrophiles (Avram et al, 2004).

Vinculine

La lignée de lymphocytes T H9 exprime de la vinculine a sa surface et la quantité de la
protéine dans le cytoplasme augmente lors de I’apoptose induite par des anticorps anti-
CD95 ou par de I’etoposide. La présence d’inhibiteurs de caspases avait pour effet de
diminuer la surexpression de la vinculine et d’empécher son expression a la surface
cellulaire. De plus, il a été démontré que la surexpression de la vinculine était due & une
synthése de novo de la protéine durant I’apoptose des cellules. La méme observation a été
obtenue avec différentes lignées de cellules B et de fibroblastes, ce qui suggére que la
surexpression de la vinculine et son expression 4 la surface cellulaire serait un événement
commun a plusieurs types de cellules apoptotiques. L’inhibition de 1’expression de la
vinculine n’a cependant eu aucun effet sur I’apoptose des cellules, ce qui indique que la

protéine n’est pas essentielle a la machinerie apoptotique (Propato et al, 2001).
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Autres protéines

Il a été démontré que I’actine et la tubuline sont présentes a la surface de lymphocytes
transformés, mais non chez les lymphocytes normaux au repos (Bachvaroff, Miller et
Rapaport, 1980). Les deux mémes protéines ont été détectées a la surface des U937 non
stimulés, une lignée de cellules monocytaires. Une fois activées, ces cellules exprimaient
une plus faible quantité des deux protéines du cytosquelette a leur surface. La vimentine
ne fut aucunement détectée a la surface des U937 non stimulés (Por ef a/, 1991). Le rdle
Jjoué par ces deux protéines a la surface des cellules n’est toutefois pas expliqué jusqu’ici.
Un récepteur aux kininogénes de haut poids moléculaire a la surface des cellules
endothéliales humaines a été identifié comme étant de la cytokératine 1, une protéine des
FI (Hasan, Zisman et Schmaier, 1998; Shariat-Madar, Mahdi et Schmaier, 1999). La
cytokératine 8 fut découverte a la surface de lignées de cellules épithéliales de cancer du
sein. La protéine joue le réle de récepteur aux plasminogénes (Hembrough, Li et Gonias,

1996). La cytokératine 18 se retrouve a la surface des hépatocytes (Wells et al, 1997).
2.4.2. Citrullination des protéines

La citrullination consiste en la modification post-traductionnelle de I’acide aminé arginine
constituant certaines protéines en citrulline. Ce changement modifie la masse moléculaire
de la protéine et lui fait perdre une charge positive. Bien que le role physiologique de la
citrullination reste a déterminer, il a été proposé que ce mécanisme joue un rdle important
dans le déploiement des protéines intracellulaires afin de les rendre plus accessibles a la
dégradation par les protéases durant I’apoptose. Il semblerait également que la
citrullination des histones serve a la régulation de la transcription (van Gaalen et al,
2005). Cinq enzymes sont responsables de la conversion de I’arginine en citrulline, soit
les peptidylarginine déiminases (PAD). Les différentes PAD, PAD1-4 et PADG6, sont
distribuées dans divers tissus. Les monocytes et les granulocytes expriment PAD4, tandis
que les macrophages expriment PAD2 et PAD4 (Vossenaar et al, 2004; Migliorini ef al,
2005; van Gaalen et al, 2005). Les PAD ne sont activées que lorsque le niveau de calcium

intracellulaire augmente considérablement, par exemple, lors de ’apoptose des cellules.
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[l existe une forte association entre la production d’auto-anticorps anti-protéines
citrullinées et le développement de polyarthrite rhumatoide (PR). Un test sérologique, qui
consiste a détecter la présence d’anticorps anti-protéines citrullinées, a été développé
récemment afin de diagnostiquer la PR. On peut également retrouver des plasmocytes
sécrétant ces auto-anticorps et des antigénes citrullinés (comme le fibrinogéne, des
kératines et la vimentine citrullinés) dans les articulations de patients (van Gaalen et al,
2005). La recherche de nouveaux auto-anticorps et de leurs molécules cibles ont mené a
la découverte des auto-anticorps anti-Sa. Les anti-Sa ont une haute spécificité (92-98%) et
une bonne valeur prédictive (84-99%) dans le diagnostic de la PR. L’antigéne Sa a été
identifi¢é comme étant de la vimentine citrullinée (Menard et al/, 2000; Vossenaar et al,
2004). Les niveaux d’anti-Sa/vimentine citrullinée sont corrélés au taux d’érosion des
structures articulaires chez les patients. La vimentine citrullinée contient plusieurs résidus
citrulline, ce qui implique que plusieurs épitopes seraient disponibles aux auto-anticorps

(Rodriguez-Mahou er al, 2006).

Il a été démontré, autant chez la souris (Asaga, Yamada et Senshu, 1998) que chez
I’humain (Vossenaar ef al, 2004b), qu’il y avait citrullination spécifique de la vimentine
durant I’apoptose des macrophages, induite par un ionophore de calcium. De plus, cette
vimentine citrullinée est dégradée dans le temps. L’expression de PAD4 a été observée
chez les cellules de différentes lignées hématopoiétiques, incluant les neutrophiles,
provenant de synovia de patients atteints de PR (Chang et al, 2005). Le niveau
d’expression des difféfentes PAD est sensiblement le méme chez des personnes atteintes
de PR par rapport a des personnes normales. La différence résiderait probablement dans
le fait que les personnes atteintes de PR ont davantage de leucocytes dans le liquide
synovial, ce qui augmenterait considérablement la quantité de PAD et, ainsi, la
probabilité¢ d’obtenir une plus grande quantité de protéines citrullinées comme la

vimentine (Vossenaar et al, 2004b).
2.5. Rdle du cytosquelette dans I’apoptose

Tous les changements cellulaires caractéristiques de 1’apoptose dépendent, en autres, de

la réorganisation du réseau du cytosquelette. La phosphorylation et le clivage
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protéolytique de plusieurs composantes de ce réseau contribuent au recrutement et a la
réorganisation de la machinerie apoptotique (Atencia, Asumendi et Garcia-Sanz, 2000).
De nombreuses protéines du cytosquelette sont phosphorylées et/ou clivées par
différentes enzymes lors de I’exécution de I’apoptose chez différents types cellulaires,
incluant les neutrophiles. La signalisation induite par ces enzymes active ou inactive
certains régulateurs du cytosquelette, ce qui cause le démantélement de la structure
globale du cytosquelette et I’arrét des fonctions cellulaires (Vicente-Manzanares et
Sanchez-Madrid, 2004). De plus, il semblerait que le démantélement des différents
filaments du cytosquelette pourrait avoir une influence sur la localisation intracellulaire et
le niveau d’activation de plusieurs molécules effectrices, impliquées dans I’apoptose

(Suria et al, 1999).
2.5.1. Les microfilaments

Les changements morphologiques observés chez les cellules apoptotiques dépendent,
entre autres, du réarrangement du réseau d’actine. Le clivage protéolytique de plusieurs
protéines associées aux MF, comme la fodrine, pourrait contribuer au recrutement et a la
réorganisation des filaments d’actine pour former, avec I’aide de la myosine activée
(phosphorylée), la machinerie contractile qui méne a la diminution du volume cellulaire
et a la formation de corps apoptotiques (Atencia, Asumendi et Garcia-Sanz, 2000).
Quelques études indiquent que certaines protéines des MF pourraient jouer un role dans

les voies de signalisation apoptotiques chez différents types cellulaires.

L’actine est un substrat de clivage par les caspases durant I’apoptose de plusieurs types
cellulaires, incluant les neutrophiles (Brown, Bailey et Savill, 1997). L’expression de
produits de clivage de I’actine chez des cellules tumorales a pour effet d’induire des
changements morphologiques semblables aux cellules apoptotiques, incluant des
modifications a ’organisation des filaments d’actine (Mashima, Naito et Tsuruo, 1999).
L’équipe de Kothakota (1997) a démontré que la gelsoline est clivée lors de I’apoptose
par la capase-3 et que I’expression de produits de clivage amino-terminal de la gelsoline
chez plusieurs types cellulaires a pour effet d’induire ’apoptose des cellules. Ils ont

également observé que la gelsoline était clivée durant I’apoptose spontanée des

41



neutrophiles et celle induite par des anticorps anti-Fas et le TNF-a. De plus, les
neutrophiles provenant de souris déficientes en gelsoline étaient réfractaires a 1’apoptose.
Une autre équipe a observé que la surexpression de la gelsoline chez la lignée de
lymphocytes T Jurkat (Ohtsu ef al, 1997) et d’autres types cellulaires (Kusano et al, 2000)
diminue I’apoptose induite par différents stimuli. L’effet anti-apoptotique de la
surexpression de la gelsoline fut toutefois contredit dans une étude effectuée par un autre
laboratoire (Posey e al, 2000). La paxilline fut également identifiée comme étant un

substrat de clivage de la caspase-3 in vitro (Shim et al, 2001).

Lorsqu’il 'y a prolongation de la survie des neutrophiles avec des cytokines
inflammatoires comme I’IL-4, I’'IL-15 ou le GM-CSF, il y a stimulation d’événements de
phosphorylation et de la synthése de novo de nombreuses protéines incluant 1’actine
(Girard et al, 1996; Girard, Paquin et Beaulieu, 1997) qui, sous sa forme active, est
connue pour inhiber la DNasel, une enzyme impliquée dans la fragmentation de I’ADN
lors de I’apoptose (Kayalar et al, 1996). Dans notre laboratoire, nous avons démontré que
certaines protéines associées aux MF sont clivées par les caspases durant I’apoptose des
neutrophiles. La gelsoline et la paxilline sont clivées lors de ’apoptose spontanée et celle
induite par la lectine de plante Viscum album agglutinine-1 (VAA-I) (Savoie ef al, 2000 ;
Lavastre er al, 2002). Il en va de méme avec les pesticides toxaphéne (Lavastre et al,
2002b) et tributylétain (Lavastre et Girard, 2002) et I’agent chimiothérapeutique trioxyde
d’arsenic (As,O3) (Binet et al, 2006). A I’inverse, deux agents retardant I’apoptose des
neutrophiles, soit le GM-CSF et de faibles concentrations de chlorure de méthylmercure
(CH;HgCl) (Moisan et al, 2002), préviennent la dégradation de la gelsoline et la paxilline
(Moisan, Kouassi et Girard, 2003). La vinculine n’est aucunement modulée lors de
I’apoptose spontanée et celle induite par la VAA-I (Lavastre ef al, 2002), le tributylétain
(Lavastre et Girard, 2002) et le CH3HgCl (Moisan, Kouassi et Girard, 2003), indiquant
que les protéines des MF ne sont pas toutes modulées de la méme fagon lors de 1’apoptose

des neutrophiles humains.
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2.5.2. Les microtubules

Les réseaux de tubuline sont particllement dépolymérisés et réorganisés durant les
premiéres phases de I’apoptose. Ces modifications impliqueraient des changements dans
les niveaux de phosphorylation des filaments. Le désassemblage des MT est accompagné
de la déphosphorylation de plusieurs protéines structurales, associées aux filaments de
tubuline, telles que la protéine tau. Chez la cellule viable, tau se fixe aux MT, soutient
leur nucléation et élongation et empéche leur désassemblage. La dépolymérisation des
MT est associée au clivage partiel des protéines constituantes de ces filaments, soit les
tubulines-a et B (Atencia, Asumendi et Garcia-Sanz, 2000; Moss et Lane, 2006). Il a été
démontré chez certains types de cellules que la portion carboxy-terminale régulatrice des
protéines tubuline-a est clivée par les caspases durant ’apoptose, ce qui augmente la
capacité de polymérisation de la tubuline. Ces observations peuvent cependant varier

selon le type cellulaire (Moss et Lane, 2006).

Plusieurs thérapies anti-cancéreuses ciblent I’activité pro-mitotique des MT en interférant
avec les fonctions de ces filaments, induisant ’apoptose des cellules. Par exemple, le
paclitaxel (Taxol) est utilisé dans une variété de cancers tels que le cancer des ovaires, des
seins, des poumons et certains mélanomes. Il a été suggéré que le désassemblage des MT
pourrait contribuer a la diminution de la résistance a la compression de la cellule
apoptotique afin de faciliter son ingestion par les phagocytes. Les MT sembleraient avoir
un rdle a jouer également dans I’activation des protéines de la famille Bcl-2 lors de
I’apoptose (Moss et Lane, 2006). Il a été démontré dans notre laboratoire que les
tubulines-o. et —B ne sont pas clivées durant I’apoptose des neutrophiles induite par la
VAA-I (Lavastre ef al, 2002). L’a-tubuline est toutefois clivée lors de 1’apoptose induite
par I’As,O;3 (Binet ef al, 2006), un agent connu pour cibler les MT (Miller ef a/, 2002), ce
qui indique que le clivage de ce type de protéines du cytosquelette peut différer selon

’agent apoptotique utilisé.
2.5.3. Les filaments intermédiaires

Plusieurs types de FI cytoplasmiques forment des agrégats trés tt durant le processus

apoptotique et ces protéines sont clivées par des protéases, notamment les caspases
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(Atencia, Asumendi et Garcia-Sanz, 2000). Il semblerait que plusieurs protéines des FI et
leurs produits de clivage jouent un réle durant la mort cellulaire chez plusieurs types de
cellules (Marceau et al, 2007). Certaines cytokératines sont clivées durant ’apoptose. Par
exemple, les kératines 14, 18 et 19 sont clivées par les caspases in vitro et durant
I’apoptose des cellules épithéliales (Ku, Liao et Omary, 1997; Ku et Omary, 2001) et il a
été démontré plus spécifiquement que la kératine 18 est clivée par la caspase-3 (Caulin,
Salvesen et Oshima, 1997; Ku, Liao et Omary, 1997), la caspase-6, la caspase-7 (Caulin,
Salvesen et Oshima, 1997) et la caspase-9 (Schutte et al, 2004) in vitro. Le clivage de la
cytokératine 18 par les caspases, lors de I’apoptose des cellules épithéliales, produit des
fragments pouvant amplifier I’activation de la machinerie apoptotique, en autres, en
contrdlant la distribution intracellulaire de différentes caspases (Dinsdale et al, 2004). Le
clivage des cytokératines par les caspases est sélectif, puisqu’il a été démontré que la
kératine 8 n’est clivée par aucune des caspases étudiées et que son expression n’est pas
modulée lors de I’apoptose des cellules épithéliales (Caulin, Salvesen et Oshima, 1997;
Ku, Liao et Omary, 1997). La desmine est clivée par la caspase-6, produisant un fragment
amino-terminal (acides aminées 1-263), incapable de s’assembler au réseau de FI et qui
induit la formation de larges agrégats & I’intérieur des cellules musculaires. Ce fragment
n’avait cependant pas la capacité d’induire & lui seul I’apoptose des cellules. L’expression
stable d’une forme de desmine résistante de clivage par les caspases protége en partie les
cellules de I’apoptose induite par le TNF-a, suggérant un role anti-apoptotique de la

protéine (Chen et al, 2003).

Durant I’apoptose, le réseau de lamines nucléaires subit de nombreuses modifications qui
rendent le noyau fragile et ménent aux changements morphologiques nucléaires observés.
Contrairement aux modifications observées lors de la mitose, les changements encourus
par la lamina nucléaire sont irréversibles durant I’apoptose. Une faible quantité de
lamines est solubilisée par hyperphosphorylation; puis, tout le réseau est clivé et
désassemblé. Le clivage des lamines semble étre un événement universel et essentiel
durant I’apoptose chez différents types cellulaires et en réponse & divers stimuli
apoptotiques. Le clivage des lamines aide au détachement de la chromatine a des régions

spécifiques, facilite la dégradation de I’ADN par les endonucléases, ce qui aide durant
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I’exécution de I’apoptose (Casiano ef al, 1996; Atencia, Asumendi et Garcia-Sanz, 2000;
Buendia, Courvalin et Collas, 2001). Le clivage des lamines constitue une des premiéres
modifications biochimiques se produisant au niveau de I’enveloppe nucléaire durant
I"apoptose. Il a été démontré que le clivage des lamines de type A et B par la caspase-6 se
faita un résidu aspartate, situé dans une région charniére de la portion carboxy-terminale.
Certaines protéines associées aux lamines sont clivées, entre autres, par la caspase-3
(Buendia, Courvalin et Collas, 2001). En plus de la protéolyse, certaines protéines
subissent des changements de phosphorylation durant I’apoptose. Par exemple, il a été
démontré que durant I’apoptose des cellules HL-60, la caspase-3 clive la PKC-§, ce qui
stimule la phosphorylation des lamines en coopération avec le clivage par la caspase-6
afin d’induire un désassemblage efficace de la lamina nucléaire (Cross et al, 2000;
Buendia, Courvalin et Collas, 2001). Il est a noter que la lamine B, est un substrat des
caspases durant I’apoptose spontanée des neutrophiles (Sanghavi et al, 1998), celle

induite par la VAA-I (Lavastre ef al, 2005) et I’ As,O; (Binet et al, 2006).

Le déclenchement de I’apoptose, chez plusieurs types de cellules par différents agents,
induit la dégradation de la vimentine a plusieurs endroits de la protéine par la caspase-3
(Hashimoto er al, 1998; Morishima, 1999; Byun ef al, 2001), la caspase-6 (Morishima,
1999; Byun er al, 2001), la caspase-7 (Byun et al, 2001), la caspase-8 (Morishima, 1999;
Belichenko, Morishima et Separovic, 2001) et la caspase-9 (Nakanishi er a/, 2001). La
construction d’une vimentine mutée a certains résidus aspartates (D) a permis d’identifier
les résidus D85 et D259 comme étant deux sites de clivage principaux par les caspases;
I’expression d’une vimentine double-mutante & ces deux endroits a eu pour effet de
retarder I’apoptose des lymphocytes T Jurkat (Morishima, 1999; Belichenko, Morishima
et Separovic, 2001) et une lignée de fibroblastes (Schietke et al, 2006). De plus, il a été
démontré que la protéolyse de la vimentine génére un fragment amino-terminal (acides
aminés 1 a 85) pro-apoptotique qui peut induire I’apoptose dépendante des caspases. Ces
résultats suggerent que la protéolyse de la vimentine par les caspases constituerait une
boucle d’amplification de la machinerie apoptotique (Byun et a/, 2001). 1l a été démontré
dans notre laboratoire que la vimentine est clivée par les caspases lors de I’apoptose

spontanée des neutrophiles, 1’apoptose induite par la VAA-I (Lavastre et al, 2002), le
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toxapheéne (Lavastre er al, 2002b), le tributylétain (Lavastre et Girard, 2002) et le
CH;HgCl (Moisan, Kouassi et Girard, 2003). A Pinverse, le retard de ’apoptose des
neutrophiles par I'IL-15 réduit I’activité des caspases-3 et -8, résultant en une inhibition

du clivage de la vimentine (Bouchard, Ratthé et Girard, 2004).
2.6. Etude des fonctions du cytosquelette par I’utilisation de souris knockout

Une des méthodes les plus appropriées pour I’étude des fonctions d’une protéine implique
Pinactivation du géne correspondant, suivie de ’analyse du phénotype de 1’animal. Voici
quelques études chez la souris ayant démontré I’importance de diverses protéines du

cytosquelette dans différentes fonctions.
2.6.1. Souris déficientes en gelsoline

Les souris déficientes en gelsoline (Gsn™) ont un développement embryonnaire normal et
se reproduisent sans difficultés. Toutefois, les changements morphologiques des
plaquettes sont diminués, ce qui augmente la durée de cicatrisation suite a une blessure.
Les fibroblastes de souris Gsn” ont une morphologie anormale, migrent moins
rapidement que ceux des souris normales, mais ont une plus grande contractilité in vitro.
La quantité de neutrophiles circulant dans le sang est plus élevée chez les souris Gsn™" par
rapport aux souris Gsn™’" (Witke ez al, 1995), da au fait que I’apoptose spontanée des
neutrophiles dépourvus de gelsoline est retardée (Kothakota et al, 1997). De plus, il a été
observé que la migration des neutrophiles in vitro, et dans le modéle de 1’inflammation
intra-péritonéale in vivo, est considérablement ralentie (Witke er al, 1995). La
phagocytose de particules opsonisées par des IgG est diminuée chez les neutrophiles
dépourvus de gelsoline, alors que celle passant par les récepteurs du complément est
normale, bien que la quantité des deux types de récepteurs phagocytiques a la surface des

*/*_ Ces observations suggérent

cellules était la méme entre les neutrophiles Gsn™ et Gsn
que la gelsoline fait partie de la machinerie intracellulaire distinguant la phagocytose
passant par les récepteurs Fc par rapport a celle passant par les récepteurs du complément.
La dégranulation, la formation du phagosome et la production de radicaux libres n’étaient

pas affectées chez les neutrophiles Gsn™ (Serrander et al, 2000). Ces observations nous
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indiquent que la gelsoline est nécessaire chez les cellules impliquées dans les réponses de

stress, comme I’inflammation et la guérison des blessures (Witke ez al, 1995).
2.6.2. Souris déficientes en kératines

Une grande quantité de mutations dans les génes codant pour les différentes kératines
humaines sont a I’origine de divers désordres de la peau. Quelques souris déficientes en
kératines ont été développées afin de connaitre le role joué par certaines de celles-ci et s’il
existe certains mécanismes de compensation afin de pallier 4 un manque d’une kératine
donnée (Porter et Lane, 2003). Ces études ont permis de déterminer que certaines
kératines, comme la kératine 10, sont dispensables au fonctionnement normal des souris,
puisqu’elles ne développent aucun phénotype anormal apparent (Reichelt er al, 2001).
Ceci s’explique en partie par le fait que certains mécanismes de compensation entre les
kératines ont été identifiés. Par contre, d’autres kératines sont essentielles a la survie des
animaux, comme c’est le cas pour les souris déficientes en kératine 5 (Peters et al, 2001)
et 8 (Baribault e al, 1993). Il semblerait que les phénotypes observés chez les différentes
souris déficientes en kératines dépendent du patron d’expression de la kératine ciblée
dans les différents tissus. Par exemple, les souris déficientes en kératine 6a ont des
difficultés au niveau de la guérison des blessures (Wojcik, Bundman et Roop, 2000) et

celles déficientes en kératine 12 ont une fragilité au niveau de la cornée (Kao et al, 1996).
2.6.3. Souris déficientes en GFAP

Chez I’humain, des mutations du géne codant pour la GFAP sont impliquées dans
P’émergence de la maladie d’Alexandre, une maladie neurodégénérative fatale pouvant
survenir chez I’enfant (Messing et Brenner, 2003). Le réle présumé des GFAP dans la
morphologie des astrocytes a suggéré que I’inactivation du géne chez la souris pourrait
s’avérer létal au stade embryonnaire. Curieusement, quatre groupes ont produit
indépendamment des souris déficientes en GFAP et ont constaté que ces souris se
développent et se reproduisent normalement (Gomi ef al, 1995; Pekny et al, 1995;
Liedtke er al, 1996; McCall et al, 1996). Certaines études ont suggéré, par contre, que
’absence de GFAP méne a des changements subtils dans le fonctionnement des

astrocytes, comme la difficulté des astrocytes & maintenir une barriére hémato-
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encéphalique dans I’endothélium (Liedtke er a/, 1996; McCall er al, 1996). Ces
changements subtils reflétent probablement I’habilité de certaines composantes du
cytosquelette 4 compenser le manque de GFAP, comme la vimentine (Messing et
Brenner, 2003), puisqu’il a été démontré que les souris double-déficientes en GFAP et
vimentine ont une réponse plus marquée face a un traumatisme au systéme nerveux

central (Pekny et al, 1999).
2.6.4. Souris déficientes en desmine

Chez I’humain, certaines formes de myopathies sont reliées a des mutations du gene
codant pour la desmine. Les manifestations cliniques de ces désordres sont variées et
comprennent, entre autres, des problémes de muscles squelettiques ou des muscles lisses,
de cardiomyopathie, de déficience respiratoire et de neuropathie (Paulin et Li, 2004). Les
souris déficientes en desmine, développées indépendamment par deux groupes (Li et al,
1996; Milner er al, 1996), sont viables et développent des muscles cardiaques,
squelettiques et lisses fonctionnels, démontrant que la protéine n’est pas essentielle a la
formation des muscles in vivo. Ces souris développent, par contre, aprés leur naissance,
une myopathie généralisée, surtout au niveau du muscle cardiaque. Un cceur sans desmine
induit la mort cellulaire des cardiomyocytes, la calcification et plusieurs altérations
structurales menant a une défaillance cardiaque. La mort cellulaire des myocytes est
probablement causée par un fonctionnement déficient et une morphologie anormale des
mitochondries (Milner er al, 1996). Ces souris développent également des défauts au
niveau des muscles squelettiques, comme le diaphragme, ce qui fait qu’elles se fatiguent
plus rapidement par rapport & des souris normales (Li et al, 1996). Les muscles lisses,
comme les veines et artéres, sont également altérés par le manque de desmine, ce qui

affecte la circulation sanguine (Paulin et Li, 2004).
2.6.5. Souris déficientes en lamines A/C

Des mutations dans le géne de la lamine A sont associées au développement de diverses
maladies humaines comme la dystrophie musculaire, une forme de cardiomyopathie, la
lypodystrophie et le progeria (Moir et Spann, 2001; Wolfner et Wilson, 2001). 1l

semblerait que des mutations au niveau de la lamine A cause un assemblage incorrect de
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la lamina nucléaire et méne au développement d’une fragilité nucléaire. Cette fragilité,
sous des conditions de stress, peut mener a une perte des fonctions nucléaires menant a la
mort cellulaire et a la dégénérescence des tissus. De tels défauts pourraient également
augmenter la propension des cellules a I’apoptose, puisque les lamines sont des substrats
clés des caspases (Holmer et Worman, 2001; Moir et Spann, 2001). Chez la souris,
inactivation du gene des lamines A/C a fourni plusieurs informations concernant le réle
de ce type de lamines in vivo. Les symptomes observés chez les souris déficientes en
lamines A/C ressemblent fortement a ceux présents chez I’humain. Ces souris se
développent de fagon apparemment normale jusqu’a la naissance, mais croissent
beaucoup plus lentement ensuite par rapport a des souris normales ou hétérozygotes. De
plus, elles développent des difficultés dans la démarche et la posture. Les souris
déficientes en lamines A/C meurent aprés environ 8 semaines et ’analyse .de leurs tissus
suggere qu’elles développent des symptomes semblables a la dystrophie musculaire, la
cardiomyopathie et la lipodystrophie. Il a également été observé que les cellules isolées
de ces souris ont une morphologie nucléaire altérée et une fragilité apparente du noyau

(Sullivan er al, 1999; Moir et Spann, 2001).
2.6.6. Souris déficientes en lamine B,

Bien que des mutations du géne des lamines A/C peuvent résulter en plusieurs types de
maladies, la seule maladie humaine, connue comme étant tributaire & une mutation du
gene de lamine B (Lmnb1), est une forme de leucodystrophie héréditaire se caractérisant
par une démyélinisation avec des symptomes semblables a la sclérose en plaques
(Worman et Bonne, 2007). Les individus affectés par la maladie portent une copie
supplémentaire du géne Lmnbl, ce qui augmente la I’expression de ce géne dans le
cerveau (Padiath ef al, 2006). L’équipe de Vergnes (2004) a produit des souris déficientes
en lamine B, afin d’étudier les diverses fonctions de la protéine in vivo. Bien que les

**) soient fertiles et qu’elles aient un phénotype normal, les

souris hétérozygotes (Lmnbl
souris Lmnbl” survivent au développement embryonnaire, mais meurent quelques
minutes aprés leur naissance, principalement a cause de problémes de développement au
niveau des poumons et des os. L’expression des autres types de lamines (A/C et B,) était

équivalente entre les souris Lmnbl™" et Lmnbl”. La localisation intra-nucléaire des
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autres types de lamines était toutefois légérement affectée chez les souris déficientes en
lamine B,. Les fibroblastes Lmnbl™” provenant d’embryons ont été cultivés in vitro et il a
été observé que ces cellules avaient une morphologie nucléaire différente et un
emplacement anormal de I’ADN. De plus, la sénescence des cellules était accélérée, les
cellules avaient de la difficulté & se différencier en adipocytes et présentaient une plus

grande quantité de chromosomes.
2.6.7. Souris déficientes en vimentine

L’inactivation du géne de la vimentine chez la souris a tout d’abord fourni des résultats
surprenants, puisque ces animaux ne présentaient,  premiére vue, aucune anormalité dans
leur développement sans aucune compensation apparente par une autre protéine des FI
(Colucci-Guyon et al, 1994). La seule différence observée a ce moment entre les souris
Vim™ et Vim™ était que la GFAP ne parvenait pas a développer un réseau de FI normal
chez les astrocytes, indiquant que I’assemblage de ce type de protéines requiert la

présence de la vimentine (Galou et al, 1996; Colucci-Guyon et al, 1999).

L’analyse plus détaillée des souris Vim™ montre que de nombreux aspects physiologiques
sont perturbés chez ces animaux, ce qui suggére de possibles altérations au niveau des
processus de signalisation intracellulaire et démontre I’importance de la vimentine dans
ces processus (Paramio et Jorcano, 2002). Il a été démontré que les fibroblastes de souris
Vim™ avaient une motilité réduite, associée & des troubles, entre autres, au niveau de
organisation de I’actine et des protéines d’adhésion focale (Eckes ef al, 1998), menant &
des défauts au niveau de la guérison de blessures (Eckes ef al, 2000). De plus, il a été
démontré que ces souris présentent d’importantes déficiences fonctionnelles au niveau du
systeéme nerveux, entre autres, au niveau de la coordination motrice (Colucci-Guyon et al,

" sont plus susceptibles a la

1999). 11 a également été observé que les souris Vim"
néphrectomie que les souris normales, puisqu’elles présentent une vasodilatation soutenue
dans le systéme vasculaire rénal (Terzi et al, 1997). Des études in vitro utilisant des
artéres de souris Vim™ ont démontré que la vimentine joue un réle dans la modulation de
la structure des arteres en réponse a des changements de pression sanguine, possiblement
via la régulation de la production de facteurs vasoactifs endothéliaux (Henrion et al,

1997; Terzi et al, 1997; Schiffers et al, 2000; Zhang et al, 2001). De plus, il a été observé
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que les fibroblastes de souris Vim™ synthétisent moins de glycosphingolipides. Le défaut
dans la biosynthése se situerait au niveau des voies de transport intracellulaire et non au
niveau de la synthése de novo des lipides (Gillard et al, 1998), ce qui supporte I’idée que
la vimentine contribue & la régulation de protéines impliquées dans les processus de

transport intracellulaire.

L’équipe de Nieminen (2006) a récemment étudié ’implication de la vimentine durant les
processus d’adhésion et de transmigration des leucocytes a travers I’endothélium, en
comparant les lymphocytes aux neutrophiles. Ils ont observé que les FI de vimentine
forment une structure d’ancrage dynamique aux sites de contact entre les cellules
endothéliales et les lymphocytes. Cette interaction est hautement compromise chez les
souris déficientes en vimentine. Aucune implication de la vimentine n’a été observée
durant I’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales, ce qui suggére que les
mécanismes d’adhésion et de transmigration différent entre ces deux types cellulaires. De
plus, I’absence de vimentine induit une faible expression et une distribution aberrante des
molécules de surface critiques a I’interaction entre les cellules endothéliales (ICAM-1 et
VCAM-1) et les lymphocytes (B1-intégrines). Ceci résulte en une plus faible adhésion
entre les cellules endothéliales et les lymphocytes. Dans un modéle de péritonite aigué, un
modele inflammatoire puissant se déroulant sur plus de 24h, une plus grande proportion
de neutrophiles ont été recueillis par rapport aux macrophages résidents chez les souris
Vim™. En effectuant des études de microscopie intravitale, dans le muscle crémastaire, un
modele inflammatoire tout a fait différent du modéle de la péritonite, ils ont observé que
les leucocytes, en majorité des neutrophiles, avaient davantage de difficulté & adhérer a
I’endothélium en absence de vimentine. Cependant, la quantité de cellules qui avaient
transmigré était significativement plus élevée. Le taux de transmigration plus important
fut expliqué par le fait que I’intégrité de I’endothélium serait altérée chez les souris Vim™,
démontrant que la vimentine régule la barriére régulant ’extravasation des leucocytes.
Les résultats obtenus dans cette étude portent toutefois & confusion, puisqu’ils ont utilisé
deux modeéles inflammatoires différents faisant appel a différents types cellulaires afin
d’expliquer un seul phénomeéne, soit le role de la vimentine dans la transmigration des

lymphocytes.
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Objectifs et hypothéses

Objectif 1: Modulation de Pexpression intra- et extra-cellulaire des protéines du

cytosquelette lors de I’apoptose des neutrophiles humains.

On retrouve fréquemment des auto-anticorps dirigés contre les protéines du cytosquelette
chez des patients atteints de maladies auto-immunes. L’origine de tels auto-anticorps
demeure par contre encore incertaine. Il a été démontré qu’au moins deux protéines du
cytosquelette, la vinculine et la vimentine, peuvent étre exposées a la surface des
macrophages activés (Mor-Vaknin et al, 2003), des plaquettes sanguines (Podor ef al,
2002) des lymphocytes T apoptotiques (Boilard ef al, 2003; Propato ef al, 2003) et chez
certaines cellules endothéliales (Xu er al, 2004). Une telle re-localisation des protéines

pourrait potentiellement expliquer la présence d’auto-anticorps anti-cytosquelette.

Les cellules apoptotiques peuvent constituer une source importante d’auto-antigénes
(Mevorach et al, 1998; Gensler et al, 2001). Nous savons que le neutrophile représente
une source d’auto-antigénes menant a la production de ANCA associés a des vascularites
(Bartunkova, Tesar et Sediva, 2003). De plus, le neutrophile circule en grand nombre
dans le sang et dans les tissus inflammatoires et il est connu pour se diriger spontanément
en apoptose. Il devient donc important d’étudier la modulation de ses diverses protéines
du cytosquelette, un sujet peu étudié jusqu’ici. Il a été démontré dans notre laboratoire
que certaines protéines du cytosquelette sont clivées durant I’apoptose des neutrophiles

(Savoie et al, 2000; Lavastre ef al, 2002).

Sachant que certaines protéines du cytosquelette sont exprimées  la surface de plusieurs
types de cellules, la présente étude a été réalisée dans le but de mieux définir la
modulation de [’expression intracellulaire et extracellulaire des protéines du

cytosquelette, plus particuliérement celle des FI, chez les neutrophiles humains.

Notre hypothése est que le neutrophile exprime certaines protéines du cytosquelette a sa
surface lors de I’apoptose spontanée, ce qui pourrait possiblement contribuer au

développement d’auto-anticorps anti-cytosquelette.
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Objectif 2 : Réle de la vimentine dans inflammation aigué in vivo et dans diverses

Jonctions des neutrophiles ex vivo.

Dans un deuxiéme temps, sachant que les protéines de FI étaient toutes deux exprimées a
la surface des neutrophiles apoptotiques, nous nous sommes intéressés & étudier
davantage le rdle de ces protéines par I’utilisation de souris knockout. Contrairement aux
souris déficientes en lamine B, qui meurent & la naissance (Vergnes et al, 2004), les
souris déficientes en vimentine se développent et se reproduisent normalement (Colucci-
Guyon et al, 1994). Nous avons donc utilisé une colonie de souris déficientes en
vimentine afin de déterminer le réle de la protéine dans la réponse inflammatoire aigué in
vivo en utilisant un seul modéle, celui de la poche d’air. Ce modéle nous permet de
déterminer systématiquement si I’inflammation, induite par différents agents a différentes

périodes de temps, est altérée en absence de vimentine.

Les neutrophiles recueillis dans la poche d’air ont été utilisés afin de déterminer le role de
la vimentine dans diverses fonctions in vitro, soit la mobilisation du calcium
intracellulaire, la flambée oxydative, la phagocytose de globules rouges de moutons

opsonisés aux IgG et I’apoptose en réponse & différents agents.

Notre hypothése pour cet objectif est que la réponse inflammatoire in vivo est plus
importante chez les souris Vim” da au fait que les neutrophiles dépourvus de vimentine
sont réfractaires & I’apoptose et demeurent donc activés et en grand nombre au site
inflammatoire. Une réponse semblable a déja été observée chez les souris déficientes en
gelsoline (Witke et al, 1995; Kothakota et al, 1997). Nous nous attendons également a ce
que certaines fonctions des neutrophiles soient altérées en absence de vimentine. Par
exemple, il a été démontré que les neutrophiles déficients en gelsoline ont des difficultés
a phagocyter des particules opsonisées avec des IgG (Serrander ef al, 2000); il se pourrait

que cette fonction soit altérée chez les neutrophiles Vim™.
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Résumé en francais de Particle

Les neutrophiles représentent une source importante d’auto-antigénes pour les auto-
anticorps anti-cytoplasme de neutrophiles associés a des vasculites. Jusqu’ici, deux
protéines du cytosquelette, la vinculine et la vimentine, ont été identifiées a la surface des
macrophages activés, des plaquettes et des lymphocytes T apoptotiques. Cependant, une
telle expression n’a jamais été étudiée a la surface des neutrophiles humains. Puisque
nous avons récemment démontré que différentes protéines du cytosquelette sont clivées
chez les neutrophiles apoptotiques, nous avons émis I’hypothése que certaines d’entre
elles sont exprimées a la surface des neutrophiles apoptotiques. Dans cette étude, nous
avons découvert que, parmi la vinculine, la paxilline, la gelsoline, la vimentine, la lamine
By, l'a-tubuline et la P-tubuline, seulement les deux protéines des filaments
intermédiaires (FI), la vimentine et la lamine B,, sont exprimées a la surface des
neutrophiles dgés de 24h (apoptose spontanée). En étudiant I’expression intracellulaire de
la vimentine et la lamine B, durant I’apoptose spontanée, nous avons découvert que ces
deux protéines sont clivées et que le clivage était inhibé par I’inhibiteur de caspases N-
benzyloxy-carbonyl-V-A-D-O-methylfluoromethyl ketone (z-VAD-fmk). Lorsque
’apoptose des neutrophiles fut retardée ou supprimée par les lipopolysaccharides ou les
cytokines « granulocyte-colony stimulating factor » (G-CSF), granulocyte-macrophage
(GM)-CSF, ou l’interleukine-4, la perte d’expression intracellulaire de la vimentine et la
lamine B, était inhibée. Les protéines des FI étaient absentes de la surface cellulaire
lorsque 1’apoptose des neutrophiles était retardée. Lors de 1’apoptose spontanée, 1’ajout de
z-VAD-fmk diminue significativement I’expression de la vimentine et de la lamine B, &
la surface des neutrophiles. Cette étude constitue la premiére évidence que les
neutrophiles apoptotiques expriment des protéines du cytosquelette a leur surface, ouvrant
la possibilité que ces cellules pourraient participer au développement d’auto-anticorps
dirigés contre des protéines du cytosquelette, une condition fréquemment rapportée dans

plusieurs cas de maladies inflammatoires.
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Résumé en francais de I’article

Les neutrophiles expriment seulement deux protéines des filaments intermédiaires, la
vimentine et la lamine B. Alors que les souris déficientes en lamine B meurent peu de
temps aprés leur naissance, les souris déficientes en vimentine (Vim™) se développent et
se reproduisent normalement. Dans cette étude, nous avons étudié pour la premiére fois le
role de la vimentine dans I’inflammation générale in vivo et dans les fonctions des
neutrophiles ex vivo. En utilisant le modele de la poche d’air murine, nous démontrons
que la réponse inflammatoire induite par le LPS, I'interleukine-21 ou la carraghénine,
curieusement, n’est pas compromise chez les souris Vim” et que les fonctions des
neutrophiles ne sont pas altérées ex vivo. Nos résultats suggérent que la vimentine est
dispensable & I’établissement d’une réponse inflammatoire aigué in vivo. De plus, en se
basant sur plusieurs critéres présentés dans cette étude, nous devons croire a I’existence
d’un mécanisme de compensation trés complexe afin d’expliquer I’intrigante réponse

inflammatoire normale en absence de vimentine.

68



Discussion et conclusion

Modulation de I’expression intra- et extracellulaire des protéines du cytosquelette lors
de ’apoptose des neutrophiles humains.

Nous retrouvons des auto-anticorps dirigés contre les protéines du cytosquelette dans de
nombreux cas de maladies auto-immunes. Leur origine reste cependant obscure pour le
moment. Quelques études ont démontré récemment que différents types cellulaires
expriment certaines protéines du cytosquelette & leur surface sous diverses conditions, ce
qui pourrait expliquer en partie I’émergence d’auto-anticorps anti-cytosquelette. La
vimentine a été observée a la surface des macrophages activés (Mor-Vaknin et al, 2003),
des plaquettes (Podor et al, 2002), de certaines cellules endothéliales (Xu et al, 2004) et
des lymphocytes T apoptotiques (Boilard ef a/, 2003). La vinculine a, pour sa part, été
observée a la surface des lymphocytes T apoptotiques (Propato et a/, 2001). De plus,
certaines de ces études ont démontré que ces protéines a la surface cellulaire pouvaient

Jjouer un rdle dans les processus inflammatoires.

Le neutrophile est une cellule grandement impliquée dans les processus inflammatoires et
peut constituer une source d’auto-antigénes. Compte tenu du fait que le neutrophile meurt
spontanément par apoptose aprés environ 24h et qu’il circule en grandes quantités dans le
sang, nous nous sommes intéressés a déterminer la modulation des protéines du
cytosquelette lors de I’activation et lors de I’apoptose spontanée de cette cellule, autant au
niveau intracellulaire  qu’extracellulaire.  Jusqu’ici, aucune étude n’avait
systématiquement vérifié la présence de plusieurs protéines du cytosquelette provenant
des trois types de filaments & la surface de cellules, sous différentes conditions
expérimentales (activation, apoptose). Nous démontrons pour la premiére fois que la
vimentine et la lamine B, sont exprimées a la surface des neutrophiles apoptotiques. Fait
intéressant, ceci constitue la premiére étude démontrant que la lamine B, est exposée a la
surface d’une cellule, ce qui suggére qu’elle pourrait vraissmblablement se retrouver a la

surface d’un ou plusieurs autres types cellulaires.

Les autres protéines des MF faisant partie de cette étude, soit la paxilline, la gelsoline, la

vinculine, la chaine lourde IIA de la myosine non musculaire (NMHC-IIA) (voir
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appendice A) et les protéines des MT, soit les tubulines a et 3, n’étaient en aucun temps
exposées a la surface des neutrophiles. Par un double marquage en cytométrie en flux,
nous avons pu déterminer que ce sont uniquement les neutrophiles apoptotiques qui
expriment les FI a leur surface, puisque la détection des deux protéines se produisait
uniquement sur les cellules positives en annexine V, un marqueur spécifique aux cellules
apoptotiques. Ce résultat fut confirmé avec une colonne d’affinité pour le CDI16, un
récepteur connu pour étre clivé a la surface des neutrophiles apoptotiques (Moulding,
Hart et Edwards, 1999). Seuls les neutrophiles ayant perdu leur CD16 exprimaient de la

lamine B, a leur surface.

La vinculine a été détectée a la surface des plaquettes activées et il a été suggéré que la
surexpression intracellulaire de cette protéine était un événement commun lors de
I’apoptose de plusieurs types cellulaires (Propato et al, 2001). Ceci ne semble pas étre le
cas chez les neutrophiles, puisque la vinculine n’a pas été détectée a leur surface sous
différentes conditions expérimentales et qu’il ne semble pas y avoir de modulation
intracellulaire de la protéine lors de I’apoptose spontanée et induite (Lavastre et al, 2002;
Lavastre et Girard, 2002; Moisan, Kouassi et Girard, 2003; cette étude), ou méme lorsque

I’apoptose est retardée par différents agents (cette étude).

Nous ne pouvons pas exclure hors de tout doute que d’autres protéines du cytosquelette
soient présentes a la surface des neutrophiles sous différentes conditions expérimentales.
Il existe une multitude de protéines du cytosquelette et il serait ardu de toutes les étudier.
Nous nous sommes concentrés sur les protéines que nous avions déja étudiées au niveau
intracellulaire dans notre laboratoire lors de 'apoptose des neutrophiles et dont nous
connaissions quelques notions sur leur modulation durant le processus. Parmi les
protéines non détectées a la surface des neutrophiles faisant partie de cette étude
(paxilline, gelsoline, vinculine, NMHC-IIA, tubulines), il se pourrait que certaines d’entre
elles se retrouvent exposées a la surface sous certaines conditions et que nous ne pouvions
pas les détecter avec les anticorps que nous avons utilisés. Malgré le fait que nous ayons
utilisé quatre anticorps anti-vimentine ciblant différentes portions de la protéine, un seul
(V9), ciblant la portion carboxy-terminale de la protéine, est parvenu & se lier a la

vimentine & la surface des neutrophiles apoptotiques.
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Le fait que nous n’ayons observé que des protéines des FI a la surface des cellules
suggére qu’il existe probablement un mécanisme commun a ce type de protéines du
cytosquelette. Bien que le mécanisme d’expression des FI & la surface des neutrophiles
reste a déterminer, nous pouvons émettre quelques hypothéses. Il a été suggéré que
Pexpression de la vimentine est associée a une stabilisation des radeaux lipidiques chez
les cellules épithéliales (Runembert et al, 2002). Par contre, peu de choses sont connues
sur ce qui se passe au niveau des radeaux lipidiques lors de I’apoptose des neutrophiles.
En utilisant la sous-unité B de la toxine du choléra, 1’équipe de Sheriff (2004) a marqué
en cytométric en flux la ganglioside GMI, un marqueur des radeaux lipidiques, a la
surface des neutrophiles. Ils ont observé que, durant les premiers instants de I’apoptose, il
y a perte d’expression de GMI a la surface, mais que cette molécule réapparait a la
surface a un moment plus tardif, soit aprés une période de 24 a 48h (Sheriff et -al, 2004).
[I se pourrait que la vimentine soit associée aux radeaux lipidiques et que les changements
encourus durant I’apoptose ménent a ’expression de la protéine a la surface des cellules.
Une telle hypothése pourrait étre étudiée en utilisant un agent de dissolution des radeaux

lipidiques, comme le méthyl-B-cyclodextrin.

La vimentine a été identifiée dans le protéome des granules spécifiques, tertiaires
(Lominadze et al, 2005) et azurophiles (Lominadze et al, 2005; Feuk-Lagerstedt et al,
2007) des neutrophiles. De plus, il a été démontré que I’apoptose spontanée de
neutrophiles non pré-activés est associée, chez une sous-population des cellules, a une
translocation des granules azurophiles a la surface cellulaire. Des anticorps anti-MPO
réagissent avec les neutrophiles apoptotiques et non avec les cellules viables (Gilligan er
al, 1996). Il se pourrait alors que la vimentine soit transloquée vers la membrane
plasmique en méme temps que les granules cytoplasmiques. Bien qu’un lien entre les
lamines et les granules cytoplasmiques n’ait jamais été évoqué, il se pourrait que les deux
protéines des FI soient associées aux membranes des granules. De plus, il est connu que
la vimentine et la lamine B forment des liens chez plusieurs types cellulaires (Evans,
1998). Ceci suggere que la vimentine pourrait entrainer la lamine B, a la surface du

neutrophile.
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Les résultats présentés dans cette thése, ainsi que certains autres présentés précédemment
par notre laboratoire (Lavastre et al, 2002; Lavastre et al, 2005), nous indiquent qu’a
Pexception de la vinculine, toutes les protéines du cytosquelette étudiées, soit la
gelsoline, la paxilline, la NMHC-IIA (article en annexe), la vimentine, la lamine By, I’a-
tubuline et la B-tubuline, sont clivées en partie par les caspases lors de 1’apoptose des
neutrophiles. Cependant, seules les protéines des FI, la vimentine et la lamine B,, sont
exposées a la surface des cellules, ce qui indique que le clivage des protéines du
cytosquelette par les caspases ne méne pas nécessairement a leur expression a la surface
du neutrophile apoptotique. Le retard de I’apoptose par différents agents a pour effet de
réduire le niveau de clivage intracellulaire des FI et, par le fait méme, leur expression a la
surface cellulaire. Il semblerait qu’il y ait synthése de novo des protéines en présence de
ces agents anti-apoptotiques, ce qui permettrait le maintien du réseau de FI en place dans
la cellule. Il ne faut toutefois pas oublier qu’il y a tout de méme un certain degré de
clivage des protéines qui se produit, méme lorsque I’apoptose est retardée. L’expression
des FI a la surface est peut-étre tout a fait indépendante du clivage par les caspases; que
les agents anti-apoptotiques ou le z-VAD-fmk ne font que diminuer 1’apoptose des
cellules. Il est donc difficile, voire impossible, de distinguer un mécanisme de 1’autre. Le
clivage intracellulaire observé n’est pas complétement inhibé a I’aide du z-VAD-fmk, ce
qui indique que d’autres protéases seraient probablement impliquées dans le clivage des
FI. Par exemple, il a été suggéré que la vimentine est clivée par les calpaines (Yoshida,
Murachi et Tsukahara, 1984; Muller et a/, 2001; Perlson et al, 2005) et le protéasome
(Muller et al, 2001).

La vimentine se lie 2 la membrane plasmique via sa portion amino-terminale chargée
positivement et au noyau de la cellule via son extrémité carboxy-terminale chargée
négativement (Georgatos et Blobel, 1987; Perides, Harter et Traub, 1987). Nous avons
démontré dans cette étude, en utilisant quatre anticorps anti-vimentine ciblant différentes
portions de la protéine, que c’est la portion carboxy-terminale de la protéine qui est
détectée a la surface des neutrophiles apoptotiques. Il se pourrait que, lors de 1’apoptose,
la portion amino-terminale reste attachée & la membrane et que I’autre extrémité de la

protéine soit transloquée vers la surface cellulaire. Il se pourrait tout de méme que
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d’autres portions de la protéine soient exposées a la surface, mais inaccessibles aux
anticorps que nous avons utilisés. Les quatre anticorps anti-vimentine ont été utilisés en
immunobuvardage de type Western afin de déterminer si un fragment spécifique de la
protéine serait reconnu uniquement par le clone V9, I’anticorps reconnaissant la
vimentine a la surface des neutrophiles. Il s’avére que tous les fragments reconnus par
Ianticorps V9 sont détectés par 1’un ou ’autre des trois autres anticorps anti-vimentine en
immunobuvardage de type Western. Cette technique ne nous a donc pas permi de

déterminer si un fragment spécifique de la protéine est exposé a la surface.

Nous n’avons pas détecté de lamine B, ni de vimentine dans le milieu extracellulaire de
neutrophiles activés ou en apoptose par immunobuvardage de type Western. Puisqu’il
s’agit d’une méthode de détection limitée (résolution des gels, anticorps utilisés), cette
observation n’exclut pas totalement le fait que les protéines pourraient étre sécrétées par
les neutrophiles, lors de I’apoptose. 11 a été observé que la vimentine est sécrétée par les
macrophages (Mor-Vaknin et al, 2003) et détectée dans le sang (Xu ef al, 2004). Cette
vimentine sécrétée aurait des propriétés pro-inflammatoires, puisqu’elle joue un réle dans
la destruction des bactéries et dans la production de radicaux libres (Mor-Vaknin et al,
2003). De plus, il a été¢ démontré que les ﬁeutrophiles stimulés avec de I’IL-8, du PMA ou
du LPS libérent dans le milieu extracellulaire des fibres nommées « neutrophil
extracellular traps » (NET). Ces structures sont composées de constituantes des granules
(Clastase, cathepsine G, myéloperoxydase, lactoferrine et gélatinase) et du noyau (ADN,
histones) qui ont la capacité de détruire les bactéries au niveau extracellulaire (Brinkmann
et al, 2004). De plus, il a été récemment suggéré que la libération des NET est un
¢vénement précurseur a ’induction de I’apoptose des neutrophiles (Fuchs er al, 2007).
Plusieurs protéines du cytosquelette, comme I’actine et la tubuline, étaient absentes des
NET. Les auteurs n’ont toutefois pas mentionné si la vimentine et la lamine B, étaient
présentes ou absentes de ces fibres extracellulaires (Brinkmann et al, 2004). Puisque la
vimentine a été identifiéc dans le protéome des granules spécifiques, tertiaires
(Lominadze et al, 2005) et azurophiles (Lominadze er al, 2005; Feuk-Lagerstedt et al,
2007) et puisque ce sont des protéines des granules cytoplasmiques qui ont été détectées
dans les NET, il se pourrait que la vimentine y soit présente également. De plus, la

détection de chromatine dans les NET pourrait suggérer la présence de lamine B,, une
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protéine connue pour son attachement a I’ADN dans le noyau des cellules (Moir et
Spann, 2001; Wolfner et Wilson, 2001). Cette hypothese est cependant trés incertaine,
puisqu’il semblerait que la libération des NET est indépendante de I’activation des

caspases (Fuhs et al, 2007).

Tel que mentionné dans la revue de littérature de cette thése (voir page 24), il existe
quelques hypothéses concernant la nature des événements responsables de 1’apparition de
maladies auto-immunes. Certains proposent que les infections virales ou microbiennes
soient & I’origine de I’auto-immunité, d’autres mentionnent qu’il s’agirait d’une chute de
mécanismes de régulation des lymphocytes auto-réactifs (Mocci, Lafferty et Howard,
2000). Il a également été suggéré que le bagage génétique serait en cause (Savill ef al,
2002) et que I’¢limination inappropriée des cellules apoptotiques pourrait mener a I’auto-

immunité (Taylor et al, 2000; Manfredi et al, 2002; Savill et al, 2002).

Bien que I’expression de certaines protéines du cytosquelette a la surface des cellules
pourrait en partie expliquer la formation d’auto-anticorps anti-cytosquelette retrouvés
dans plusieurs cas de maladies auto-immunes, il ne faut pas oublier que nous avons
observé les protéines des FI a la surface de neutrophiles apoptotiques provenant de
personnes saines. La différence entre les personnes saines et celles développant une
maladie auto-immune résiderait probablement dans la capacité de I’organisme a éliminer
efficacement les cellules apoptotiques, qui pourraient stimuler une réponse auto-immune
et aider a la formation de complexes immuns en se liant aux auto-anticorps. Les cellules
apoptotiques expriment & leur surface de nombreux auto-antigénes ciblés par les auto-
anticorps de patients souffrant de lupus systémique érythémateux. Par exemple, certains
patients produisent des anticorps anti-phospholipides qui se lient 8 des molécules de
phosphatidylsérines a la surface des cellules apoptotiques. Les anti-phospholipides
opsonisent les cellules apoptotiques et induisent leur reconnaissance par les macrophages
via les récepteurs Fc, ce qui convertit la réponse anti-inflammatoire du macrophage en
une réponse pro-inflammatoire (Albert, 2004; Savill et al, 2002). De plus, si les cellules
apoptotiques ne sont pas €éliminées efficacement de 1’organisme, ces dernicres peuvent
étre reconnues et ingérées par les cellules dendritiques qui présentent les antigénes aux

cellules T, menagant ainsi une persistance de la présentation d’auto-antigenes au systeme
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immunitaire (Luster, Alon et von Andrian, 2005). Chez I’humain, les macrophages de
patients atteints de lupus ont de la difficulté a ingérer des cellules apoptotiques et il a été
démontré que la quantité de neutrophiles apoptotiques dans le sang de ces patients était
plus élevée, probablement une conséquence de I’élimination inefficace de ceux-ci de

I’organisme (Donnelly et al, 2006).

Comme il a été mentionné dans quelques études (Propato et al, 2001; Boilard et al, 2003;
Leong er al, 2008), nous suggérons que certaines cellules du sang, incluant les
neutrophiles, pourraient participer aux événements impliqués dans 1’auto-immunité via
I’expression de protéines du cytosquelette a leur surface lors de 1’apoptose. Tout comme
les phospholipides, qui sont des molécules normalement exprimées a la surface de
cellules provenant de personnes saines, nous avons observé que la vimentine et la lamine
B, sont exprimées a la surface de neutrophiles normaux. Il serait donc peu probable que
I’expression de FI a la surface des neutrophiles apoptotiques suffise & elle-seule & induire
I’auto-immunité. Chez certains patients souffrant de maladies auto-immunes, des auto-
anticorps anti-vimentine et anti-lamine By circulant dans le sang pourraient se lier aux FI
exposés a la surface des neutrophiles apoptotiques, étre reconnus par les macrophages via
leurs récepteurs Fc et induire une réponse inflammatoire. Les auto-anticorps anti-FI
pourraient donc jouer le méme réle destructeur que les auto-anticorps anti-
phospholipides. Bien que cette hypothése n’ait jamais été démontrée jusqu’ici, elle est
d’autant plus importante du fait que les neutrophiles sont présents en grandes quantités
dans le sang et aux sites inflammatoires. Il serait donc intéressant de déterminer si des
auto-anticorps provenant de patients atteints de différentes maladies auto-immunes
parviennent a reconnaitre les FI exposés a la surface des neutrophiles apoptotiques. Ce
type d’expérience pourrait s’effectuer en marquant les neutrophiles apoptotiques avec des
anticorps anti-vimentine (V9) et anti-lamine B, en cytométrie en flux. Nous pourrions
déterminer si une pré-incubation des cellules avec du sérum de patients atteints de
maladies auto-immunes empéche les deux anticorps mentionnés ci-haut de reconnaitre les
FI a la surface des neutrophiles apoptotiques. Les résultats pourraient étre comparés avec

ceux utilisant du sérum provenant de personnes saines.
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[l est bien connu que les neutrophiles constituent une source importante d’auto-antigénes,
plus particuliérement de ANCA (voir page 26). Les ANCA sont principalement associés a
la protéinase-3, a la MPO et non aux protéines du cytosquelette. Il existe une étude
mentionnant ’existence d’ANCA atypiques dans le sérum de patients souffrant de colite
ulcéreuse, de cholangite sclérosante primitive, d’hépatite auto-immune ou de vasculite
systémique. Ces P-ANCA atypiques reconnaissaient des antigénes nucléaires de
neutrophiles. Il a été notamment démontré que la lamine B, était co-localisée avec un de
ces antigénes (Terjung er al, 1998). 1l est difficile de déterminer si ce type d’ANCA
atypique pourrait reconnaitre la lamine B, a la surface des neutrophiles apoptotiques,

puisque qu’il a été démontré qu’il reconnait des épitopes intracellulaires.

[1 est connu que les cellules T jouent un réle important dans la polyarthrite rhumatoide
(Pope, 2002). Cependant, un des leucocytes ayant la plus grande capacité d’infliger des
dommages aux articulations est le neutrophile, présent en grandes quantités dans le
liquide synovial (Edwards et Hallett, 1997). Le liquide synovial contient également de
grandes quantités de complexes immuns et est une riche source de cytokines sécrétées par
les neutrophiles et les macrophages. L’ingestion de complexes immuns et I'activation par
les cytokines environnantes provoquent la flambée oxydative et la dégranulation, ce qui
contribue a la destruction des tissus (Edwards et Hallett, 1997; Witko-Sarsat et al, 2000).
Tel que mentionné précédemment, il existe une forte association entre la présence d’auto-
anticorps anti-protéines citrullinées, incluant les anti-vimentine citrullinée, et le
développement de la polyarthrite rhumatoide. Les auto-anticorps reconnaissant des
protéines citrullinées sont détectés bien avant I’apparition des premiers signes cliniques
de Iarthrite, ce qui indique que ceux-ci pourraient jouer un rdle dans le développement de
la maladie. La pathologie pourrait se déclencher lorsqu’il y a expression d’auto-antigénes
citrullinés dans les articulations et que ceux-ci interagissent avec les auto-anticorps anti-
protéines citrullinées, menant a la formation de complexes auto-immuns, a P’activation du
complément et a D’attraction de cellules inflammatoires (van Gaalen er al, 2005). La
citrullination des protéines est un événement naturel se produisant lors de 1’apoptose des
cellules et durant ’inflammation (Asaga, Yamada et Senshu, 1998; Vossenaar et al,
2004b). Par contre, moins de 1% des personnes saines développent des anticorps anti-

protéines citrullinées, ce qui plaide en faveur de la nécessité d’une prédisposition
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génétique pour le développement de I’arthrite rhumatoide (van Gaalen et al, 2005).
PAD4, une enzyme responsable de la citrullination des protéines, a été détectée dans le
cytoplasme de neutrophiles (van Gaalen et al, 2005; Migliorini ef al, 2005). 11 se pourrait
alors que la vimentine soit citrullinée lors de I’apoptose des neutrophiles et qu’elle soit

exposée a la surface des cellules sous cette forme.

Réle de la vimentine dans linflammation aigué in vivo et dans diverses fonctions des
neutrophiles ex vivo.

Le fait que nous ayons détecté la vimentine et la lamine B, a la surface des neutrophiles
humains a aiguisé notre curiosité en ce qui regarde le réle des FI dans la physiologie des
neutrophiles et lors de la réponse inflammatoire aigué. Nos connaissances sur le role des
différentes protéines du cytosquelette dans la physiologie des neutrophiles sont limitées,
surtout celles concernant les FI. Puisqu’il est difficile d’étudier les fonctions d’une
protéine donnée chez les neutrophiles a I’aide de techniques moléculaires classiques, les
animaux déficients en cette protéine d’intérét s’avérent un outil d’analyse trés intéressant.
Toute fonction déficiente chez I’animal est un indice que la protéine joue un rdle dans
celle-ci. Nous avons donc étudié le réle de la vimentine lors de I’inflammation aigué in
vivo et dans diverses fonctions des neutrophiles ex vivo, en initiant une colonie de souris
Vim™ (Colucci-Guyon ef al, 1994). Cette option est malheureusement inaccessible pour
étudier les fonctions de la lamine B,, puisque les souris déficientes en cette protéine

meurent quelques minutes aprés leur naissance (Vergnes et al, 2004).

Nous nous attendions a observer des différences entre les souris Vim™" et Vim™, puisque
certains défauts avaient été découverts chez les souris Vim™, entre autres, au niveau de la
motilité des fibroblastes (Eckes ef al, 1998; Eckes ef al, 2000) et du systéme vasculaire
(Terzi et al, 1997). Un autre point important & considérer était que la vimentine constitue
la seule protéine constituant les FI cytoplasmiques chez les neutrophiles. Plusieurs
problémes ont été découverts chez les souris déficientes en diverses protéines des FI
cytoplasmiques, que ce soit les souris déficientes en kératines, en desmine ou en GFAP,
lorsqu’aucun phénoméne de compensation n’était apparent. De plus, 1’étude des souris
déficientes en gelsoline nous a révélé que 1’absence d’une seule protéine du cytosquelette

pouvait avoir plusieurs conséquences. Des problémes au niveau de la guérison des
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blessures et de la motilité des fibroblastes avaient été observés chez les souris Gsn™”. Les
neutrophiles Gsn™ sont plus nombreux dans le sang, prennent davantage de temps pour se
rendre au site inflammatoire (Witke ef al, 1995), ont de la difficulté a phagocyter des
particules via leur récepteur Fc (Serrander ef al, 2000) et leur apoptose spontanée est
retardée (Kothakota ef al, 1997). Ces observations nous laissaient présager que des

problémes semblables pourraient étre découverts chez les neutrophiles de souris Vim™.

Pour déterminer le réle de la vimentine lors d’une réponse inflammatoire aigué in vivo,
nous avons utilisé le modéle de la poche d’air murine en attirant les cellules par différents
agents. Le LPS est reconnu pour attirer en majorité des neutrophiles dans la poche d’air
aprés 6h. A notre grande surprise, la quantité et le type de cellules recueillies étaient les
mémes chez les souris Vim™*, Vim™" et Vim™. Nous pouvions donc exclure I’hypothése
de la compensation par la lamine By, puisque les niveaux de la protéine étaient identiques
chez tous les types de souris et que la morphologie des neutrophiles, incluant le noyau
polylobé, était normale en absence de vimentine. Nous pouvions également rejeter
I’hypothése d’une quantité de leucocytes différente dans le sang, puisque la quantité de
lymphocyte, de monocytes-macrophages et de neutrophiles était la méme chez tous les
types de souris. Ce résultat est différent de ce qui a été observé chez les souris déficientes

en gelsoline, puisqu’il a été démontré que celles-ci ont plus de neutrophiles dans le sang

(Witke et al, 1995).

Afin de déterminer si la réponse identique était due a I’utilisation du LPS, nous avons
injecté de I'IL-21 dans la poche d’air, qui est reconnu pour attirer a la fois des
neutrophiles et des monocytes-macrophages (Pelletier, Bouchard et Girard, 2004).
L’intérét se trouvait également dans le fait que I’[L-21 cible un autre récepteur a la
surface des cellules, soit le récepteur a I’'IL-21 composé du IL-21Ra et du CD132, tandis
que le LPS cible le « Toll-like receptor-4 ». La réponse fut identique chez les souris

** et Vim™”. Les résultats obtenus avec I'IL-21 nous indiquent également que les

Vim
monocytes-macrophages se rendent au site inflammatoire, méme en absence de
vimentine. Nous avons alors injecté de la carraghénine, une molécule reconnue pour
attirer de grandes quantités de neutrophiles a plus long terme, soit aprés 24h. Une fois de

plus, aucune différence n’a été observée au niveau de la quantité et des types de cellules
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. . .+
attirées entre les souris Vim /

et Vim™”, indiquant que la vimentine n’est pas essentielle a
une réponse inflammatoire prolongée. Toutes ces observations suggérent que la réponse
inflammatoire aigué est normale en absence de vimentine, peu importe I’agent
inflammatoire injecté. De plus, I’absence de cellules dans la poche d’air, aprés 24h chez
les souris ayant recu du LPS, indique que la résolution de I’inflammation est normale

chez tous les types de souris utilisés dans cette étude.

L’absence de réponse inflammatoire aberrante chez les souris Vim™ suggére que la
vimentine n’est pas essentielle a la production de molécules chimioattractantes par les
cellules tapissant la poche d’air (macrophages, fibroblastes). Le criblage de facteurs de

chimioattraction («antibody array ») indique que la production de molécules

-/- +/+

chimioattractantes est la méme chez les souris Vim™ et Vim™". L’utilisation de plusieurs
agonistes (LPS, IL-21, carraghénine) suggére que 1’expression des récepteurs ciblés par
ces agonistes, & la surface des cellules tapissant la poche d’air, est normale méme en
absence de vimentine. De plus, ces résultats suggérent que la vimentine n’est pas
essentielle a la réponse des neutrophiles aux divers agents chimioattractants, autant au
niveau de la chimioattraction que de la diapédése. Il serait tout de méme intéressant de
vérifier in vitro I’expression des récepteurs de chimiokines a la surface des cellules

tapissant la poche et a la surface des neutrophiles chez les souris déficientes en vimentine.

Le modé¢le de la poche d’air murine s’avére un bon outil d’analyse pour étudier les
mécanismes d’inflammation aigué in vivo et la cavité produite est similaire a du tissu
synovial. Chez les souris Vim™”, I'inflammation aigué est normale dans ce modéle
expérimental, ce qui indique que la vimentine ne joue pas un rdle essentiel dans
I’établissement de la réponse inflammatoire. L’équipe de Nieminen (2006) a étudié
I’inflammation intrapéritonéale en réponse a un seul stimulus (PBS contenant 5% de
« proteose peptone » et 10 ng d’IL-1), a un seul temps (25h), et a recueilli davantage de
neutrophiles chez les souris Vim™ par rapport aux macrophages résidents. Pour notre part,
nous avons testé plusieurs agonistes, ciblant différents récepteurs a la surface des cellules,
a différentes périodes de temps (6h et 24h), et nous n’avons observé aucune différence
entre les souris déficientes en vimentine et celles normales. La différence entre nos

résultats et ceux de I’équipe de Nieminen pourrait résider dans le fait que les deux
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mode¢les inflammatoires sont différents en termes de cellules ciblées par les agents

injectés et du temps requis pour attirer les leucocytes au site inflammatoire.

Nous démontrons dans cette étude que plusieurs fonctions des neutrophiles murins sont
normales en absence de vimentine. Ceci inclut I’attraction des cellules vers un site
inflammatoire in vivo, 1’augmentation du calcium intracellulaire, la production de
radicaux libres, la phagocytose via les récepteurs Fc et la modulation de I’apoptose des
cellules ex vivo. Nos résultats concernant la production de radicaux libres par les
neutrophiles déficients en vimentine corroborent une observation similaire (Chen er al,
2003b), mentionnant briévement que les neutrophiles de souris ¥im™ ont une flambée
oxydative dépendante de I’adhésion via les B2-intégrines normale, suggérant que la
vimentine n’est pas essentielle & la production de radicaux libres et a la signalisation
intracellulaire via les intégrines. L’étude des souris déficientes en desmine a révélé que
les myocytes étaient davantage susceptibles d’apoptose, probablement grice a un
fonctionnement déficient et une morphologie anormale des mitochondries (Milner et al,
1996). De plus, le mécanisme oxydatif de fibroblastes Vim” immortalisés est déficient au
niveau de I’activité des mitochondries (Bannikova et al, 2005; Tolstonog et al, 2005). Ce
ne semble pas étre le cas des neutrophiles déficients en vimentine, puisque le produit que
nous avons utilis¢é pour mesurer la flambée oxydative, la dihydrorhodamine 123
(DHR123), mesure les radicaux libres totaux intracellulaires, incluant ceux provenant des

mitochondries.

Bien qu’il ait été suggéré par des études in vitro que la vimentine joue un réle important
lors de I’apoptose chez plusieurs types cellulaires (Morishima, 1999; Belichenko,
Morishima et Separovic, 2001; Byun er al, 2001; Schietke et al, 2006), nous n’avons
observé aucune différence dans les niveaux d’apoptose des neutrophiles Vim™ et Vim™'",
que ce soit lors de I’apoptose spontanée, induite ou retardée. Ceci indique que la
vimentine n’est pas essentielle au fonctionnement de la machinerie apoptotique des
neutrophiles murins. Nous avons utilisé principalement la technique de marquage des
cellules a ’annexine V en cytométrie en flux afin de mesurer les niveaux d’apoptose des
neutrophiles murins. Il a été suggéré que la vimentine jouerait un rdle dans le transport

intracellulaire des lipides (Gillard et a/, 1998). Or, nous avons observé par la technique du
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marquage a |’annexine V que les niveaux d’apoptose spontanée et induite par la VAA-I et

" et Vim". Ceci suggere

I’As;O3 étaient semblables chez les neutrophiles Vim™*, Vim*
que le «flip flop» des phospholipides et 1’exposition des phosphatidylsérines sont
fonctionnels, méme en absence de vimentine. De plus, ceci indique que les neutrophiles
apoptotiques déficients en vimentine seront probablement reconnus et éliminés
efficacement par les macrophages et autres phagocytes environnants via cette exposition

des phosphatidylsérines en conditions inflammatoires.

Le role des neutrophiles lors de I’inflammation aigué implique une multitude de
mécanismes. Il est donc difficile de déterminer si toutes les fonctions de cette cellule sont
normales en absence de vimentine. Le réle de la vimentine dans plusieurs autres fonctions
des neutrophiles, comme I’adhésion et la dégranulation in vitro, restent a déterminer. I se
pourrait que la vimentine joue un rdle dans ces deux fonctions, puisqu’elle régule
I’affinité des intégrines chez les cellules endothéliales (Gonzales ef al, 2001; Tsuruta et
Jones, 2003) et qu’elle se trouve dans les granules spécifiques, tertiaires (Lominadze ef al,
2005) et azurophiles (Lominadze et al, 2005; Feuk-Lagerstedt et al, 2007) de

neutrophiles.

Il a été récemment observé que 1’adhésion des lymphocytes sur les cellules endothéliales
in vitro impliquait une réorganisation de la vimentine afin de former une structure
d’ancrage entre les deux cellules. L’adhésion et les niveaux d’expression de B1-intégrines
¢taient plus faibles chez les lymphocytes déficients en vimentine. Une implication de la
vimentine dans la formation d’une structure d’ancrage entre les neutrophiles et les
cellules endothéliales n’a cependant pas été observée et les niveaux d’adhésion entre les
neutrophiles déficients en vimentine et les cellules endothéliales n’ont pas été étudiés in
vitro. En microscopie intravitale, la quantité de neutrophiles roulant sur la paroi des
vaisseaux sanguins était normale chez les souris Vim™, tandis que leur vélocité (temps
requis aux neutrophiles pour rouler sur un segment donné du vaisseau sanguin) était plus
élevée (Nieminen et al, 2006). Ces observations suggérent que I’action des molécules
d’adhésion a la surface des neutrophiles serait compromise en absence de vimentine. Tel
que mentionné précédemment, il a été toutefois démontré que la flambée oxydative

dépendante des B2-intégrines est normale chez les neutrophiles Vim” (Chen er al, 2003b),
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indiquant un fonctionnement normal des molécules d’adhésion. Il serait tout de méme
intéressant de mesurer la distribution et les niveaux d’expression de P2-intégrines a la

surface des neutrophiles déficients en vimentine.

Bien que nous ayons démontré que la réponse inflammatoire aigué en absence de
vimentine se déroule normalement, il ne faut pas oublier que les souris Vim™ sont
maintenues dans un environnement controlé. Il est de plus en plus reconnu que la
vimentine joue un rdle dans diverses fonctions cellulaires impliquées en périodes de stress
(Ivaska et al, 2007). Il serait alors intéressant de déterminer si les souris Vim™™ sont
davantage sensibles aux infections par rapport a des souris normales. Par exemple, il a été
démontré que les souris déficientes en plastine, une protéine liant les filaments d’actine,
n’arrivent pas a contrler une infection aux Staphylococcus Aureus dans un modeéle
d’abces sous-cutané. Pourtant, la migration des neutrophiles au site inflammatoire, ainsi
que I’ingestion des bactéries opsonisées avec du sérum murin, se faisaient normalement.
Le défaut principal était que la flambée oxydative dépendante d’une adhésion des
neutrophiles via les P2-intégrines était déficiente en absence de plastine (Chen et al,
2003b). Bien que les auteurs de cette étude aient démontré que cette flambée oxydative
était normale chez les neutrophiles Vim™, il se pourrait que d’autres mécanismes
impliqués dans la destruction des micro-organismes soient déficients en absence de

vimentine.

Les résultats présentés dans cette étude n’excluent pas le fait que la vimentine pourrait
jouer un roéle important dans plusieurs fonctions du syst¢éme immunitaire chez divers
types cellulaires. Il se pourrait que la vimentine soit davantage importante chez les
macrophages, puisqu’il a été démontré que ces cellules pouvaient sécréter la vimentine
dans le milieu extra-cellulaire et que la protéine avait des propriétés microbicides (Mor-
Vaknin et al, 2003). Il semblerait également que la vimentine est davantage importante
dans les fonctions des lymphocytes, comme il a été suggéré par 1’équipe de Nieminen
(2006). De plus, il a été démontré in vitro que la vimentine joue un rdle dans 1’activation
des mastocytes, ou elle se lie & Fyn, une kinase de la famille Src connue pour avoir un

role essentiel dans la dégranulation chez ce type cellulaire (Nahm et al, 2003).
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Notre étude ne constitue pas la premiére a4 n’observer aucune différence entre les souris
Vim” et des souris normales. L’expression du géne de la vimentine est induite ou
augmentée dans certains cancers, constituant un marqueur de progression tumorale
maligne et suggérant un réle de la protéine dans les changements au niveau du profil
d’expression des intégrines et dans la formation de métastases (Kryszke et Vicart, 1998).
Afin de déterminer si la vimentine est impliquée dans la tumorigenése, 1’équipe de Langa
(2000) a effectué des injections sous-cutanées de cellules souches embryonnaires Vim™
ou Vim™ a des souris Vim”™ ou Vim**. Or, aucune différence significative n’a été
observée au niveau de I’incidence des tumeurs, la taille ou la vascularisation des
teratocarcinomes obtenus avec toutes les combinaisons possibles. Ces observations
suggerent que la vimentine n’est pas essentielle a4 la croissance tumorale et a la

différenciation in vivo (Langa et al, 2000).

Le fait que nous n’ayons observé aucune différence dans la réponse inflammatoire in vivo
et dans les fonctions des neutrophiles ex vivo, entre les souris Vim™ et Vim™*, n’exclut
pas le fait que la vimentine jouerait un réle important lors de ces mémes processus chez
I’humain. Certains éléments différent entre la souris et I’humain. Par exemple, les
quantités et proportions des différents types de leucocytes dans le sang ne sont pas les
mémes. Les souris ont beaucoup moins de neutrophiles et davantage de lymphocytes
(Doeing, Borowicz et Crockett, 2003). Chez les neutrophiles humains, la molécule
chimioattractante la plus étudiée est I’IL-8, qui est le premier stimulus & la migration des
neutrophiles dans plusieurs cas de réponses inflammatoires (Wagner et Roth, 2000). Bien
que I’injection d’IL-8 humaine dans la poche d’air murine induit I’inflammation (Perretti

et al, 1993), les souris n’en produisent pas (Wagner et Roth, 2000; Ley, 2002).

Puisqu’il a été observé que la vimentine et la lamine B, sont exposées a la surface des
neutrophiles apoptotiques, il se pourrait que I’expression de ces deux protéines a la
surface serve a la reconnaissance des cellules par les phagocytes (« eat-me signal »). Le
fait que nous n’ayons pas observé de persistance de I’inflammation, aprés une période de
24h chez les souris déficientes en vimentine, nous permet de supposer que I’expression de
la vimentine a la surface des neutrophiles apoptotiques n’est pas essentielle a leur

reconnaissance par les phagocytes environnants. Il est toutefois risqué de conclure hors de
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tout doute sur une telle affirmation. Il est difficile de déterminer clairement le role des
différentes protéines impliquées dans la reconnaissance des cellules apoptotiques par les
macrophages, puisqu’il existe une redondance dans cette signalisation. L’absence d’un
« eat-me signal » & la surface des cellules apoptotiques peut étre palliée par la présence
d’une autre molécule prenant le relai. Des expériences in vitro devraient étre effectuées
afin de déterminer si la vimentine et la lamine B, constituent des « eat-me signals » a la
surface des neutrophiles apoptotiques. Ces expériences pourraient étre effectuées en
utilisant des anticorps anti-vimentine et anti-lamine B; afin de tenter de bloquer la
reconnaissance entre les neutrophiles apoptotiques et des macrophages en culture, autant
chez I’humain que chez la souris. Nous pourrions également profiter du fait que les
neutrophiles de souris ¥im” n’ont pas de vimentine afin de déterminer s’ils sont moins
reconnus par des macrophages murins par rapport & des cellules provenant de souris
normales. Puisqu’il a été démontré que les macrophages activés expriment la vimentine 4
leur surface (Mor-Vaknin ef al, 2003) et qu’il a été suggéré qu’elle serait impliquée dans
I’interaction entre les cellules endothéliales et les leucocytes (Xu et al, 2004), il serait
également intéressant de déterminer si la vimentine & la surface des macrophages est
impliquée lors de la reconnaissance et la phagocytose des cellules apoptotiques. Cette
hypothése pourrait étre étudiée en effectuant des expériences in vitro de phagocytose des
cellules apoptotiques par les macrophages en utilisant des anticorps anti-vimentine et des

macrophages provenant de souris Vim™".

Les souris knockout constituent un bon outil d’analyse dans 1’étude des fonctions d’une
protéine spécifique. Ceci s’avére d’autant plus intéressant dans 1’étude du role de
certaines protéines dans la physiologie des neutrophiles in vivo et ex vivo, puisque ces
cellules ne proliférent pas. La quantité de souris déficientes en protéines du cytosquelette
est toutefois limitée. Bien que dans le cadre de cette étude nous n’ayons observé aucune

différence entre les souris Vim™*

et Vim™, plusieurs différences ont été détectées dans
diverses fonctions des neutrophiles de souris déficientes en gelsoline (Witke er al, 1995;
Kothakota ef al, 1997; Serrander ef al, 2000). 11 serait alors intéressant de développer des
souris déficientes en protéines comme la paxilline, la vinculine et la lamine B, afin de
déterminer le réle de ces protéines dans le développement embryonnaire et dans la

physiologie de différents systémes in vivo.
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Contribution a Pavancement des connaissances

Cette étude est la premiére a vérifier systématiquement la présence de plusieurs protéines
du cytosquclette provenant des trois types de filaments (MF, FI, MT) a la surface d’une
cellule sous différentes conditions expérimentales (activation, apoptose). Nous
démontrons pour la premiére fois I’expression de protéines du cytosquelette, la vimentine
et la lamine By, a la surface des neutrophiles humains apoptotiques. Ceci constitue
également la premiére étude démontrant que la lamine B, est exposée a la surface d’une
cellule. Le retard de I’apoptose par différents agents ou I’inhibition des caspases ont pour
effet d’inhiber ou réduire 1’expression des FI a la surface des neutrophiles. Au niveau
intracellulaire, nous démontrons pour la premiére fois que le retard de I’apoptose par
différents agents a pour effet de réduire le niveau de clivage intracellulaire et stimuler la
synthése de novo des FI. Ces observations suggérent que les neutrophiles apoptotiques
pourraient jouer un role dans le développement d’auto-anticorps dirigés contre les
protéines du cytosquelette, qui sont fréquemment retrouvés dans de nombreux cas de

maladies inflammatoires.

Nous sommes les premiers a utiliser le modéle de la poche d’air murine chez des souris
déficientes en vimentine (Vim™) afin d’étudier le réle de la vimentine lors de
I’inflammation aigué in vivo et de diverses fonctions des neutrophiles ex vivo.
L’utilisation de trois agents pro-inflammatoires attirant les leucocytes par différents
mécanismes nous a permis de démontrer que la réponse inflammatoire aigué est normale
en absence de vimentine, peu importe 1’agent inflammatoire injecté. De plus, I’absence de
cellules dans la poche d’air aprés une période de 24h chez les souris ayant re¢u du LPS,
indique que la résolution de I’inflammation est normale chez les souris Vim”. La
technique de criblage de facteurs de chimioattraction («antibody array ») indique que la
production de molécules chimioattractantes est la méme chez les souris Vim*"™* et Vim”.
Nous démontrons finalement que plusieurs fonctions des neutrophiles Vim” sont
normales ex vivo. Ceci inclut la morphologie cellulaire, les niveaux d’expression de la
lamine By, I’augmentation du calcium intracellulaire, la production de radicaux libres, la

phagocytose via les récepteurs Fc et la modulation de 1’apoptose des cellules ex vivo.
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Résumé en francais de article

Le rdle de I’agent anti-cancéreux Viscum album agglutinin-I1 (VAA-I) chez les cellules de
leucémie PLB-985, différenciées en un phénotype de neutrophiles par le
diméthylsulfoxyde (PLB-985D), n’a jamais été étudié. Cette étude a enquété a savoir si la
VAA-I peut induire un démantélement du cytosquelette chez les cellules PLB-985D,
comme il a été observé précédemment chez les cellules PLB-985 non différenciées. La
VAA-I induit I’apoptose des cellules PLB-985D, en démontrant par la cytologie et par la
dégradation de la gelsoline, un événement reconnu pour se produire via I’activation de la
caspasc-3. La VAA-I a induit le démanté¢lement du cytosquelette, basé sur la rupture du
réseau de F-actine et le clivage de la paxilline, la vimentine et la lamine B,. De plus, nous
démontrons, pour la premiére fois, que la chaine lourde ITA de la myosine non musculaire
(NMHC-IIA) est clivée par un traitement a la VAA-I. La dégradation de la NMHC-IIA a
été inhibée par I’inhibiteur de caspases z-VAD-fmk chez les cellules PLB-985D et les
neutrophiles. Cependant, contrairement & la lamine B;, aucune NMHC-IIA n’a été
détectée a la surface des neutrophiles apoptotiques. En conclusion, les cellules PLB-985D
ont répondu de fagon similaire aux neutrophiles concernant la dégradation des protéines
du cytosquelette étudiées. Les cellules PLB-985D pourraient donc procurer un substitut
approprié¢ de neutrophiles lors d’expériences de criblage, prévenant des isolations

cellulaires de neutrophiles répétées.
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Summary

The role of the anti-cancer agent Viscum album agglulinin-1 (VAA-I) in
leukaemia PLB-985 cells differentiated toward a neutrophil-like phenotype by
dimethylsulphoxide (PLB-985D) has never been studied. This study
investigated whether or not VAA-I can induce cytoskeletal breakdown in
PLB-985D cells, as previously observed in undifferentiated PLB-985 cells.
VAA-I was found to induce apoptosis in PLB-985D cells, as assessed by
cytology and by degradation of gelsolin, an event known to occur via caspase-
3 activation. VAA-I induced cytoskeletal breakdown based on the disruption
of the F-actin network and cleavage of paxillin, vimentin and lamin B,. In
addition, we demonstrated, for the first time, that non-muscle myosin heavy
chain [IA (NMHC-IIA) was cleaved by VAA-I treatment. Degradation of
NMHC-IIA was reversed by the pan caspase inhibitor z-VAD-fmk in PLB-
985D cells and neutrophils. However, unlike lamin B;, no NMHC-IIA was
detected on the cell surface of apoptotic neutrophils. In conclusion, PLB-
985D cells responded in a similar manner to neutrophils regarding the
degradation of the tested cytoskeletal. Therefore, PLB-985D cells may provide
a suitable substitute for neutrophils in screening experiments, preventing
extensive neutrophil cell isolation.

Keywords: leukaemia cells, neutrophils, cytoskeleton, caspases, myosin.

Although the cytoskeleton is known to undergo dramatic
changes during apoptosis, the list of cytoskeletal proteins
known to be degraded in haematopoietic cells is far from being
complete. This is particularly true for granulocytes, which are
known to exert several functions requiring cytoskeleton
rearrangements, including respiratory burst, chemotaxis,
adhesion, phagocytosis and apoptosis (Bengtsson et al, 1993,
2006; Kothakota et al, 1997; Anderson et al, 2000; Robinson &
Badwey, 2002; Grzanka et al, 2003; Veselska er al, 2003).
Among the cytoskeletal proteins, actin has been (and is still)
the most studied in neutrophils (Bengtsson et al, 1993, 2006),
probably due to the fact that several laboratories investigate
F-actin polymerisation in activated neutrophils using flow
cytometry, which is a very simple and rapid method. In the
past few years, studies performed in apoptotic cells have
identified several cytoskeletal proteins as caspase substrates

© 2007 The Authors

(Brancolini et al, 1995; Sanghavi et al, 1998; Nicholson, 1999;
Byun et al, 2001; Chen et al, 2003; Cho & Johnson, 2004).
Because of our general interest in granulocytes, we conducted
experiments in order to identify which cytoskeletal proteins are
cleaved by caspases during apoptosis. We have previously
demonstrated that the microfilament-associated proteins
(MFAPs) gelsolin and paxillin, but not vinculin, are cleaved
by the plant lectin Viscum album Agglutinin-1 (VAA-1) in
apoptotic mature human neutrophils (Savoie et al, 2000;
Lavastre et al, 2002} as well as in promyelocytic PLB-985 cells,
mature eosinophils and eosinophilic AML14.3D10 cells (Lav-
astre et al, 2005a3,b). The two intermediate filament (IF)
proteins vimentin and lamin B, known to be expressed in
neutrophils, were also found to be cleaved by VAA-I-induced
caspases in neutrophils, PLB-985 cells, eosinophils and
AMLI14.3D10 cells (Lavastre et al, 2002, 2005a,b). In addition
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to vinculin, VAA-1 did not promote cleavage of a- and
B-tubulin in granulocytes (Lavastre ef al, 2002, 2005a,b),
suggesting that existence of a selective mechanism for
cytoskeletal protein degradation.

Factors that modulate apoptosis and the execution phase of
apoptosis may vary from cell to cell, and because several
common caspase substrates are not expressed in neutrophils
(Bhatia et al, 1995; Sanghavi et al, 1998; Santos-Beneit &
Mollinedo, 2000; Moulding et al, 2001) it is important to
identify caspase substrates specific to these cells. In addition,
because elimination of apoptotic neutrophils by professional
phagocytes, such as macrophages, is important for the
resolution of inflammation, searching for new pro-apoptotic
agents and/or new targets to these agents represent an
interesting avenue of research for developing or ameliorate
therapeutic strategies in inflammatory disorders. Because we
have recently demonstrated that the MFAP gelsolin is
fragmented by caspases in VAA-1-induced human neutrophils
(Savoie et al, 2000; Lavastre et al, 2002), we hypothesised that
several other cytoskeletal proteins may be targets to caspases.
The present study found that non-muscle myosin heavy chain
HIA (NMHC-11A) was cleaved by VAA-I in apoptotic granulo
cytes, including dimethylsulphoxide (DMSO)-differentiated
PLB-985 (PLB-985D) and peripheral human neutrophil cells.

Methods

Chemicals and agonists

The monoclonal antibodies to human cytoskeletal proteins
(anti-gelsolin, clone GS-2C4; anti-vinculin, clone Vin-11-5;
anti-vimentin, clone Vim 13.2; anti-a-tubulin, clone B-5-1-2;
anti-myosin IIA (non-muscle) and the plant lectin VAA-I,
a potent inducer of apoptosis (Savoie et al, 2000; Lavastre et al,
2002) were purchased from Sigma-Aldrich Canada Ltd.
(Oakville, ON, Canada). The pan caspase inhibitor, z-VAD
fmk (caspase-1,-3,-4 and -7) was purchased from Calbiochem
(La Jolla, CA, USA) and dissolved in endotoxin-tested DMSO
(Sigma, St Louis, MO, USA) as previously published. The
polyclonal anti-lamin B, antibody (clone C-20) was purchased
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

Cell cultures and differentiation

Human myelomonoblastic cell line PLB-985 cells (a gift from
Dr Y. Pommier, National Cancer Institute, Bethesda, MD,
USA) were cultured at 37°C in a 5% CO, atmosphere, in
RPMI-1640 complete medium supplemented with 10% fetal
calf serum (FCS) and antibiotics; 1% penicillin-streptomycin
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA). Cells were cultivated at
a cell density between 2 x 10°%ml and 1 x 105ml and the
medium was changed thrice a week. For differentiation of
PLB-985/HL-60 cells toward the neutrophil-like phenotype,
1-25% (v/v) DMSO (Lavastre et al, 2002, 2005a) was added to
the culture for 6 d and the efficiency of the differentiation was

evaluated by the Nitroblue tetrazolium (NBT; Sigma) dye
reduction (blue-black formazan deposits). Experiments were
conducted with an efficiency of cell differentiation >75%. Cell
viability was systematically verified with trypan blue exclusion
before performing the different experiments and was routinely
>98%.

Granulocyte isolation

Neutrophils were isolated from venous blood of healthy
volunteers by dextran sedimentation followed by centrifuga
tion over Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Baie D’urfee, QC,
Canada), as previously described (Savoie et al, 2000; Lavastre
et al, 2002, 2005a,b). Blood donations were obtained from
informed and consenting individuals according to our insti
tutionally approved procedures. Experiments were performed
when cell purity was >95% as verified by cytology from
cytocentrifuged preparations coloured by the Hema 3 Stain Set
(Biochemical Sciences Inc., Swedesboro, NJ, USA). Cell
viability was verified by trypan blue exclusion and was always
>98%.

Immunofluorescence

Cells were incubated as specified and for the indicated times.
Then, cells were spun on prewashed miscroscope slides for
2 min at 300 g and fixed/permeabilised with a solution of 2%
paraformaldehyde ~0-005% digitonin for 5 min at 37°C. After
several washes in phosphate-buffered saline (PBS)-1-25%
bovine serum albumin (BSA), slides were incubated with
fluorescein isothiocyanate (FITC)-phalloidin (1:50), the anti-
NMHC-IIA antibody (1:50) or the respective isotypic control
for 30 min at 37°C. For NMHC-1IA detection, slides were
washed again and incubated with a goat anti-rabbit FITC
conjugated antibody (1:50), for 30 min at 37°C. Slides were
visualised at 400x with a Leica miscroscope (Deerfield, IL,
USA) equipped with a fluorescent lamp.

Assessement of apoptosis

Cells (1 x 105/ml) were untreated or treated with 1000 ng/ml
VAA-I for 22 h and apoptosis was assessed by staining DNA
with Hoechst reagent. Briefly, an aliquot of 2 x 10 cells was
harvested and washed twice with PBS. Cells were then fixed in
25% ethanol, stained with Hoechst (5:6 pg/ml) and incubated
at 37°C for 30 min and observed with the above fluorescent
microscope. Images were digitalised using ImagePro Plus
software (version 4.0, Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
USA). Cells harboring characteristic-segmented nuclei were
scored as apoptotic.

Western blot and degradation of cytoskeletal proteins

PLB-985 and X-CGD cells (1 x 10% cells/ml in 24-well plate)
were incubated with or without 1000 ng/ml VAA-I in the

© 2007 The Authors

546 Journal Compilation © 2007 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology, 138, 545-554



presence or absence of 50 pmol/l z-VAD-fmk (Lavastre et al,
2002, 2005a) or the diluent (<1% DMSO) for the indicated
period of time and then harvested for the preparation of cell
lysates in Laemmli’s sample buffer. Aliquots corresponding to
225 000 cells were subjected to 10% sodium dodecy! sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and then
transferred from the gel to polyvinylidenedifluoride (PVDF)
membranes. Non-specific sites were blocked with 1% BSA in
TBS-Tween (25 mmol/l Tris-HCI, pH 7-8, 190 mmol/l NaCl,
0-15% Tween-20) overnight at 4°C. Membranes were incuba-
ted with monoclonal anti-human cytoskeletal antibodies {anti

gelsolin ~ (1:2000); anti-vinculin  (1:500); anti-vimentin
(1:1000); anti-a tubulin (1:500); anti-lamin B, (1:500) or
anti-NMHC-1IA (1:500)} for 1 h at room temperature fol

lowed by washes, and incubated with a horseradish peroxidase-
labelled sheep anti-mouse 1gG (1:20 000) (Bio/Can) for 1 h at
room temperature in fresh blocking solution as previously
documented (Lavastre ef al, 2002, 2005a). Membranes were
washed three times with TBS-Tween, and bands were revealed
with the enhanced chemiluminescence (ECL) Western blotting
detection system (Amersham, Pharmacia Biotech Inc). Protein
loading was systematically verified by staining the membranes
with Coomassie blue at the end of the experiments. In some
experiments, activation of caspase-3 and caspase-8 was
assessed by monitoring the cleavage of the procaspase-3 or
procaspase-8 forms by immunoblotting under the conditions
indicated in the corresponding figure legend.

Reverse transcription-polymerase chain reaction

Total RNA was extracted from human 3D10, HL-60 and
neutrophil cells using the absolutely RNA reverse transcrip
tion polymerase chain reaction (RT-PCR) Miniprep Kit
(Stratagene, La Jolla, CA, USA). For the RT reaction, total
RNA (500 ng) was primed with random primer pd(N)s
(Amersham, Baje d’'Urfe’, QC, Canada) and reverse-tran-
scribed into ¢DNA with 200 units of Moloney-murine
leukaemia virus reverse transcriptase (Invitrogen, Burlington,
ON, Canada), according to the manufacturer’s instructions,
in a final volume of 25 pl. The mixture was incubated at
37°C for 1 h. PCR reactions were performed in a GeneAmp
PCR System model 2400 (Perkin Elmer Wallac/Can, Wood
Bridge, ON, Canada). PCR mixtures (25 pl) contained 1 pl of
the RT reaction, 10 pmol of each primer, each dNTP
(0:1 mmol/l), 15 mmol/l MgCl, and 05 unit of Platinum
Taq DNA polymerase (Invitrogen). The primers used to
amplify CASP mRNA (Lavastre et al, 2005b) are listed below:
CASP1: Forward 5'-CGACAAGGTCCTGAAGGAGA-Y
Reverse 5'-CATCTGGCTGCTCAAATGAA-Y
CASP2: Forward 5-CAGTTACCTGCACACCGAGTCACGG-3'
Reverse 5’-AGCCGCATATCATGTCTGAGCGCG-¥
CASP3: Forward 5-TTTGTTTGTGTGCTTCTGAGCC-3¥
Reverse 5-ATTCTGTTGCCACCTTTCGG-3¥
CASP4: Forward 5-TCGGGTCATGGCAGACTCTATGC-¥
Reverse 5-ATGCACAGTTCCGCAGATTCCC-3’
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CASP7: Forward 5'-CGATCCATCAAGACCACCCG-3¥
Reverse 5"-GGAATAGGCGAAGAGGAAGTCAGC-¥
CASP8: Forward 5-GGGACAGGAATGGAACACACTTGG-¥
Reverse 5 TCAGGATGGTGAGAATATCATCGCC-3
CASP9: Forward 5-AACAGGCAAGCAGCAAAGTT-¥
Reverse 5-TCCATCTGTGCCGTAGACAG-3’
CASP10: Forward 5 TGCTGAGTGAGGAAGACCCT-¥
Reverse 5"-CCTCTGTGGTTCCGATTCAT-3
As an internal controls, 185 ¢cDNA was amplified by PCR
using the primers: 5'-TCCGATAACGAACGAGACTC-3¥ (for-
ward) and 5 AGGGACTTAATCAACG-CAA-3" (reverse) for
185. After 3-min incubation at 95°C, PCR reactions were
carried out for 30 s at 94°C, 30 s for annealing and 45 s at
72°C (the number of cycles varied between 26 and 35,
depending on the linear phase of amplification for each gene or
in order to see a specific isoform); followed by further
incubation for 7 min at 72°C. The annealing step was carried
out at 60°C with 35 PCR cycles (CASPI); 69°C, 26 cycles
(CASP2); 65°C, 28 cycles (CASP3); 69°C, 35 cycles (CASP4);
67°C, 35 cycles (CASP7); 69°C, 30 cycles (CASPS); 69°C, 38
cycles (CASP9); 68°C, 38 cycles (CASP10); 56°C, 10 cycles
(185). The PCR products were subjected to 2% agarose gel
electrophoresis and visualised by ethidium bromide staining.
The expected sizes of PCR products for each gene were as
follows: CASPI (1076 bp), CASP2 (325 bp), CASP3 (400 bp),
CASP4 (502 bp), CASP7 (537 bp), CASPS (558 and 694 bp),
CASP9 (492 bp), CASP10 (514, 551 and 643 bp) and 185
(315 bp).

Cell surface expression of cytoskeletal proteins by flow
cytometry

Neutrophils (10 x 10° cells/m! RPMI-HEPES P/S) were incu
bated at 37°C, 5% CO, for 22 h in order to undergo
spontaneous apoptosis. Cells were harvested in cold PBS and
blocked with PBS containing 20% autologous serum for
30 min on ice. Cells were washed in PBS and incubated for
30 min on ice with 2 pg/ml of mouse monoclonal anti-
cytoskeletal antibodies (anti-lamin B, or anti-NMHC-1IA).
Appropriate isotypic control antibodies were used to compare
with the proteins of interest. Cells were washed in PBS and
incubated for 30 min on ice with FITC-conjugated goat anti
mouse; FITC-conjugated rabbit anti-goat or FITC-conjugated
goat anti-rabbit antibodies. Cell surface expression was ana-
lysed using a FACScan. Apoptosis was evaluated by flow
cytometry after staining with FITC-annexin-V (Moisan &
Girard, 2006).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SigmaStat for Windows
Version 3.00 (copyright © 1992-2003 SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) with a one-way analysis of variance (aNova). Statistical
significance was established at P < 0-05,
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Results

VAA-T induces apoptosis in PLB-985D

VAA-I is a potent inducer of apoptosis in a variety of cells
(Bussing et al, 1996; Hostanska et al, 1996; Hajto et al, 2003,
2006; Harmsma et al, 2004), including granulocytes (Savoie
et al, 2000; Lavastre et al, 2002, 2005a,b). In these latter cells,
although VAA-1 was found to induce apoptosis in human
promyelocytic  PLB-985 and  leukaemia  eosinophil
AML14.3D10 cells, as well as in mature neutrophils and
eosinophils, its ability to induce apoptosis in DMSO-differen-
tiated PLB-985 (PLB-985D) cells toward a neutrophil-like
phenotype, has never been investigated. As illustrated in Fig 1,
the efficiency of PLB-985 cell differentiation toward neutro-
phil-like cells (PLB-985D) was evaluated by cytology and by
the NBT dye reduction assay (blue-black formazan deposits)
(Fig 1A). All experiments were conducted with a differenti-
ation efficiency 275%. VAA-1 was found to induce apoptosis in
PLB-985D cells, as assessed by Hoechst staining (Fig 1B and
inset). Interestingly, the number of apoptotic cells is similar to
that previously observed in undifferentiated PLB-985 cells
(Lavastre et al, 2005b). As illustrated in Fig 1C, breakdown of

(A)

DMSO - DMSO +

the cytoskeleton in apoptotic PLB-985D cells was confirmed by
immunofluorescence where the normal F-actin network
appearance (left panel) switched to the disintegration of the
filament into small aggregates (left panel) after VAA-I
treatment.

VAA-I induces the degradation of cytoskeletal components
in PLB-985D cells

Knowing that VAA-I induced apoptosis as well as cytoskeleton
breakdown in PLB-985D cells, we verified the possibility that it
would induce the degradation of the MFAP gelsolin, an event
known to occur via caspase-3 activation (Kothakota et ai,
1997; Lavastre et al, 2002). As illustrated in Fig 24, gelsolin
was degraded by VAA-I after 22 h of treatment. Similarly to
undifferentiated PLB-985 cells (Lavastre et al, 2005a) and
mature neutrophils (Lavastre et al, 2002), the degradation of
gelsolin did not occur rapidly, since very little, if any,
degradation was observed after 4 h of treatment with VAA-L
Next, we investigated the possibility that VAA-I induced the
degradation of paxillin, but not of vinculin (two other
MFAPs), in PLB-985D cells. As illustrated in Fig 2B, VAA-I
induced the degradation of the two paxillin bands (68 and
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Fig 1. Visaum album agglutinin-I (VAA-I) induces apoptosis and cytoskeletal breakdown in apoptotic PLB-985D cells. (A) PLB-985 cells were fully
differentiated toward neutrophil-like cells with DMSO (PLB-985D) and the efficiency of differentiation was verified by cytology (upper panels, note
the appearance of polylobed nucleus in the top right panel) and by the NBT dye reduction assay (formation of blue-black formazan deposits, bottom
right). (B) Apoptosis was evaluated by immunofluorescence microscopy after staining DNA with Hoechst in PLB-985D cells treated with buffer {Cul
or C) or 1000 ng/ml VAA-I (V) for 22 h. The number of apoptotic cells was counted and expressed as mean + SEM (n = 3). (C) PLB-985D cells
were treated as above and the F-actin network was observed by immunofluorescence after staining with FIT: C-phalloidin. Note the appearance of actin
aggregates in the right panel when cells were treated with VAA-L All illustrated results are representative of at least three different experiments.
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40 kDa) known to be recognised by the antibody (Lavastre
et al, 2002). This was reversed by treatment with the pan
caspase inhibitor z-VAD-fink. Interestingly, vinculin was not
degraded by VAA-I in PLB-985D cells (Fig 2C). This suggests
that, at least for the tested MFAPs, PLB-985D cells responded
similarly to VAA-I when compared with human neutrophils.
As it was recently identified that the IF lamin B, is a novel
target to VAA-1 (Lavastre et al, 2005a), we verified the
possibility that VAA-I cleaved both lamin B, and vimentin
in PLB-985D cells, the two only members of IF proteins known
to be expressed in neutrophils (Bruel er al, 2001). As illustrated

Cleavage of Non-muscle Myosin Heavy Chain in Granulocytes

in Fig 3A and B, VAA-I induced the degradation of both lamin
B, and vimentin. Interestingly, lamin B, was cleaved into
a fragment of 46 kDa (p46), which was previously observed in
undifferentiated PLB-985 and in mature nentrophil cells
(Lavastre er al, 2005a). Although VAA-I is known to cleave
several cytoskeletal proteins, it did not cleave the MFAP
vinculin (Lavastre et al, 2002; present study) nor a- and
B-tubulin in PLB-985, AML-14.3D10, neutrophil and eosino-
phil cells (Lavastre er al, 2005a,b). As illustrated in Fig 3C,
a-tubulin was not cleaved by VAA-I after 4 or 22 h of
treatment when compared with untreated cells.

(A) 4h 2 h (B) z-VAD
Paxiuin[88 e L
GelS0lin ey fosmey <, = 40-| e S - e
F C V c v
* 22h

(©) Vinculin —s |
cC v C V

F C V CV

22 h

Fig 2. Viscum album agglutinin-I {(VAA-I) induces the degradation of the microfilament-associated proteins gelsolin and paxillin, but not vinculin in
apoptotic PLB-985D cells. PLB-985D cells were treated with buffer (C) or 1000 ng/ml VAA-I (V) for 22 h and potential degradation of the
cytoskeletal MFAP gelsolin (A), paxillin (B} and vinculin (C) was monitored by immunoblotting as described in Methods. Note the degradation of
gelsolin after treatment with VAA-I and the appearance of a faint fragment (*). The degradation of paxillin was reversed by treatment with the pan
caspase inhibitor (z-VAD). As expected, vinculin was not deaved by VAA-I (Lavastre et al, 2002). F, fresh cells. Results are representative of at [east
three different experiments.
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Fig 3. Viscum album agglutinin-I (VAA-I) induces the degradation of the intermediate filament proteins lamin B, and vimentin but not the major
microtubule protein, a-tubulin, in apoptotic PLB-985D cells. PLB-985D cells were treated as indicated in Fig 2, and potential cleavage of the two [F
proteins lamin B, (A) and vimentin (B) and one of the major constituent of microtubules, a-tubulin (C) was assessed by immunoblotting as
described in Methods. Panel A, note the disappearance of the native lamin B, and the apparition of the characteristic p46 fragment when apoptosis
was induced by VAA-[ (V) when compared with control cells (C). Panel B, vimentin was cleaved by VAA-I but not a-tubulin (Panel C). Results are
representative of at least three different experiments.
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Identification of myosin heavy chain-IIA as a novel
cytoskeletal protein cleaved via a caspase-dependent
mechanism in VAA-I-induced human granulocyte
apaptosis

Recently, two studies reported that NMHC degradation
occurred during apoptosis in bovine aortic endothelial and
human Jurkat T cells (Suarez-Huerta et al, 2000; Kato et al,
2005). Because we are interested in the identification of
potential novel cytoskeletal proteins that could be cleaved by
VAA-I during granulocyte apoptosis, and as MFAPs represent
the most susceptible candidates for cleavage, we investigated
the potential degradation of NMHC-IIA, the sole myosin
isoform expressed in human neutrophils and platelets (Patel
et al, 2005). As illustrated in Fig 4A, NMHC-IIA was deaved
in VAA-l-induced PLB-985D cells. The native c. 200 kDa
myosin band disappeared after VAA-l treatment and was
cleaved into a major fragment of c. 60 kDa (F60) recognised by
the anti-NMHC-IIA antibody. NMHC-IIA was also cleaved
into another fragment of c. 95 kDa (F95) that was recognised
by the antibody. Interestingly, the proteolysis of myosin was
reversed when cells were treated with the pan caspase 2-VAD-
fmk. This indicated that cleavage of NMHC-IIA occurred by
a caspase-dependent mechanism. The degradation of NMHC-
1IA was confirmed by immunofluorescence, in which VAA-I
treatment of cells led to aggregation of myosin and a weaker
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Fig 4. Identification of non-muscle myosin heavy chain [IA (NMHC-
[[A} as a new cytoskeletal target of Viscum album agglutinin-1 (VAA-I)
deaved by caspases in apoptotic PLB-985D cells. PLB-985D cells were
treated as indicated in Fig 2 and potential cleavage of the MFAP
NMHC-IIA was assessed by immunoblotting (A) and confirmed by
immunofluorescence {B). Note the disappearance of the native form of
NMHC-IIA {c. 200 kDa) and the F60 fragment detected by the anti-
body in apoptotic cells (V) when compared with control cells (C).
Cleavage of NMHC-IIA was prevented when a pan caspases inhibitor
was added (Z-VAD). (B) Distribution of NMHC-IIA by immunoflu-
orescence in control non-apoptotic (middle panel) and in apoptotic
VAA-I-induced PLB-985D cells. Resuits are representative of at least
three different experiments.

signal intensity when compared with control cells (Fig 4B). As
it was the first time that myosin was found to be deaved in
granulocytes, we investigated whether or not such NMHC-11A
cleavage occurring in ‘neutrophil-like’ PLB-985D cells could
also occur in primary mature human neutrophils. As illustra-
ted in Fig 5A, myosin was cleaved in apoptotic neutrophils. Of
note, because neutrophils are known to undergo spontaneous
apoptosis, NMHC-IIA was cleaved not only in VAA-I-induced
cells, but also in spontaneous or 22-h-aged neutrophils, as
evidenced by the appearance of the F95 fragment. The
detection of the native form of NMHC-II during spontaneous
neutrophil apoptosis can vary from donor to donor, but was
always almost undetectable in VAA-I-induced neutrophils.
Figure 5A shows that the native form was weakly detectable.
Interestingly, in contrast to PLB-985D, F95 was the major
fragment recognised by the antibody while that of the F60 was
faintly detected. Another fragment (F75) was also barely
detectable. Addition of z-VAD-fmk reversed the cleavage of
NMHC-IIA in spontaneous- and in VAA-I-induced neutrophil
apoptosis. Because the different fragments of NMHC-IA
could be detected and as we had recently demonstrated that
VAA-I activated caspase-3 and caspase-8 in PLB-985 cells
(Lavastre et al, 2005a), we then investigated caspase expression
during DMSO-induced differentiation toward neutrophils as
well as in mature neatrophils. As illustrated in Fig 5B, fully
differentiated PLB-985D cells expressed CASPI, CASP2,
CASP3, CASP4, CASP7, CASP8 and CASP10. Only CASPI
expression was reproducibly (n =3) increased following
DMSO treatment, whereas CASP2 expression decreased. This
latter observation concurs with the maturation state of PLB-
985D toward neutrophils, as neutrophils do not express
caspase-2 (Santos-Beneit & Mollinedo, 2000).

It was recently documented that some cytoskeletal proteins
were expressed on the cell surface of apoptotic human
neutrophils (Moisan & Girard, 2006); we therefore investigated
whether or not NMHC-11A would be at the cell surface in this
situation. Unlike the IF protein lamin B;,, NMHC-IIA was not
detected on the neutrophil cell surface during spontaneous
apoptosis (SA) in neutrophils (Fig 6). In addition, no cell
surface expression of myosin was detected when apoptosis was
induced by VAA-I (data not shown).

Discussion

This study demonstrated that VAA-I induced apoptosis in
neutrophil-like PLB-985D cells by a caspase-dependent mech-
anism. These results were in agreement with the observation
that VAA-I induced apoptosis in PLB-985, neutrophils, AML-
14.3D10 and eosinophils (Savoie et al, 2000; Lavastre et al,
2002, 2005a,b). The ability of VAA-I to induce cell apoptosis
via caspases is not limited to granulocytes, as this was
previously shown in human leukaemic T and B cell lines
(Bantel et al, 1999). Of note, although several leukaemia cell
lines have been used to study the pro-apoptotic activity
of VAA-I, it is important to mention that our studies
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Fig 5. Viscum album agglutinin-1 (VAA-1) induces cleavage of NMHC-1IA in mature human neutrophils: role of caspases. (A) Freshly isolated human
neutrophils were isolated as described in Methods and were incubated for 22 h with buffer (Ctrd) or 1000 ng/ml VAA-1 in the presence or absence of
the pan caspase inhibitor 2-VAD-fmk (z- VAD). Results are representative of three different experiments. (B) Expression of CASPI, CASP2, CASP3,
CASP4, CASP7, CASP8, CASP9 and CASPI0 mRNA was investigated in PLB-985 cells during their differentiation toward neutrophil-like phenotype
by RT-PCR as described in Aethods. Note that unlike neutrophils (neutro), PLB-985D cells express CASP2. Results are representative of three
different experiments. ctl, negative technical control. .
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Fig 6. Non-muscle myosin heavy chain [1A (NMHC-11A) is not expressed on the cell surface of apoptotic human neutrophils. Freshly isolated human
neutrophils were aged in vitro for 22 h to undergo spontaneous apoptosis and cell surface expression of NMHC-11A and lamin B, was investigated by
flow cytometry as described in Methods. The number in parentheses indicates the % of apoptotic cells evaluated by flow cytometry after staining with
FITC-annexin-V. Note the detection of lamin B, (arrow) and not of NMHC-11A during spontaneous apoptosis (SA) when compared with fresh cells.
Results are representative of four different experiments.

demonstrate that this plant lectin induced apoptosis in mature study demonstrated that, in neutrophil-like PLB-985D cells,
non-dividing cells, such as neutrophils (Savoie et al, 2000; VAA-I induced cleavage of the tested cytoskeletal proteins,
Lavastre et al, 2002, 2005a) and eosinophils (Lavastre et al, namely paxillin, gelsolin, vimentin and lamin B, as was
2005b). Thus, in these latter mature cells, we could not induce previously demonstrated in promyelocytic PLB-985 cells
cell cycle arrest followed by apoptosis, suggesting that different (Lavastre et al, 2005b) and neutrophils (Savoie et al, 2000;
mechanisms might occur between leukaemia cells and circu- Lavastre et al, 2002). In addition, we further found that VAA-I
lating neutrophils and eosinophils. Nevertheless, the present did not induce cleavage of vinculin and a-tubulin in PLB-
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985D cells, indicating that these cells represent an excellent
model for studying apoptosis and cytoskeletal protein degra
dation occurring in VAA-l-induced neutrophils. Moreover,
using PLB-985D cells, NMHC-1IA was identified as a novel
target of VAA-1 and then confirmed in neutrophils. Thus,
PLB-985D cells could be used in screening experiments for
identification of potential new caspase substrates, preventing
extensive neutrophil cell isolation.

Myosins are MFAPs belonging to a superfamily of actin
based motor proteins comprising several classes. The two main
groups of myosins are the conventional (class 11) and the
unconventional myosins. The conventional myosins found in
non-muscle cells are referred to as NMHC, and because they
arise from at least two genes, two proteins are named NMHC
IIA and NMHC-1IB (Sellers, 2000). The expression of these
two isoforms varies from cell to cell. This study specifically
investigated NMHC-11A, because this isoform is the only one
expressed in human neutrophils (Patel et al, 2005). Recently,
a fragment named p95 was identified as the carboxyl-terminal
fragment of NMHC-ITA in apoptotic human Jurkat T cells
(Kato et al, 2005). In these cells, apoptosis was induced by
anti-Fas antibody + staurosporine, a natural product that
inhibits several protein kinases and which was isolated almost
30 years ago from the bacterium Streptomyces staurosporeus
(Omura et al, 1977). Cleavage of NMHC-IIA into a fragment
of ¢. 97 kDa was also observed in apoptotic bovine aortic
endothelial cells, where apoptosis was induced by treatment
with the cytokine tumour necrosis factor-a + the protein
synthesis inhibitor cycloheximide (Suarez-Huerta et al, 2000).
The present study used VAA-I, a 63 kDa galactoside-specific
plant lectin belonging to the family of type Il ribosome-
inactivating proteins, including ricin, to induce apoptosis and
NMHC-1IA degradation in PLB-985D and neutrophils. VAA-1
is an inhibitor of protein synthesis, due to a RNA-glycosidase
activity inhibiting N-glycosylation of a single adenine within
a universally conserved GAGA sequence on the 285 rRNA
(Endo et al, 1988). Interestingly, in our study, cleavage of
NMHC-1IA was also observed during spontaneous (22-h-aged)
neutrophil apoptosis, a condition that occurs when any
exogenous agents are added into the culture. Taken together,
the above observations indicate that degradation of NMMH
1A occurs in response to different proapoptotic signals and in
different cell types.

In the present study, cleavage of NMHC-1IA occurred via
caspases, because treatment of cells with the pan caspases
inhibitor z-VAD-fmk reversed the process. This was observed
in VAA-l-induced PLB-985D and VAA-I-induced neutrophil
cells as well as during spontaneous neutrophil apoptosis. These
results are in agreement with those of Kato et al (2005) where
the inhibition of caspases resulted in the disappearance of a
p95 fragment, which they identified. However, we did not
observe the fragment of ¢. 110 kDa, which was detected by
Kato et al (2005) using their antibodies raised against different
NMCH-IIA residues. We identified the native form of NMHC
1A (c. 200 kDa) and fragments denoted F95 and F60 in

PLB-985D cells and native NMHC-1IA, F95, F75 and F60 in
neutrophils, suggesting involvement of different caspases in the
two cell types. However, except for CASP2, the expression of
all caspases was similar in both cell types. Although this study
did not investigate the potential activity of all caspases, it was
previously documented that VAA-I can activate caspase-3 and
caspase-8 in PLB-985 cells (Lavastre et al, 2005a). As VAA-1
can also activate these caspases in mature neutrophils (Savoie
¢t al, 2000; Lavastre et al, 2005b), the differences observed
regarding the cleavage of NMHC-1IA cannot be related to
inactivation of these two major caspases. Although it is clear
that caspases are involved in the ability of VAA-1 to induce
PLB-985D cell apoptosis and cleavage of cytoskeletal proteins,
including NMHC-1IA, the possibility that other proteases
could be involved were not eliminated. In this respect, when
z-VAD was added in VAA-I-induced neutrophils, the intensity
of the detected NMHC-IIA did not return to the basal level
observed when z-VAD was added to prevent spontaneous
apoptosis, thus supporting the role of proteases other than
caspases.

The gene MYH9 encodes for NMHC-IIA, and mutations in
this gene cause MYH9 disorders that are autosomal-dominant
macrothrombocytopenias with leucocyte inclusions (Seri et al,
2000; Pecci et al, 2002; Kunishima et al, 2005). These rare
disorders include May-Hegglin anomaly, Sebastian syndrome
and Fechtner syndrome, and are all characterised by a triad of
giant platelets, thrombocytopenia and characteristic Dohle
body-like cytoplasmic inclusions in granulocytes (Seri et al,
2000; Pecci et al, 2002; Kunishima et al, 2005). Immunoflu
orescent analysis of neutrophil NMHC-11A was reported to be
useful as a screening test for the clear haematopathological
classification of MYH9 disorders (Kunishima et al, 2003).
Knowing that NMHC-IIA is cleaved by caspases in apoptotic
granulocytes, especially in neutrophils (this report), it would
be interesting to investigate the potential altered cleavage of
this cytoskeletal protein in neutrophils isolated from patients
suffering of MYH9 disorders in future studies.

In addition to the MYH$9 disorders, myosin is also associated
with autoimmune diseases, including rheumatic heart disease,
systemic lupus erythematosus, Sjogren’ syndrome and rheuma
toid arthritis (Girard & Senecal, 1995; Shrivastav et al, 2002;
Warraich et al, 2006), as it has been characterised as an
autoantigen. Apoptotic cells have been reported to be an
important source of autoantigens (Levine & Koh, 1999). In this
respect, two studies have demonstrated that injection of
apoptotic cells into normal mice resulted in the production of
various autoantibodies (Casciola-Rosen et al, 1994; Hall et al,
2004), including antibodies directed against the cytoskeletal
protein vimentin. Using flow cytometry, we recently found that
that the two IF proteins vimentin and lamin B,, but not the
MEAPs paxillin, gelsolin and vinculin, or the microtubule
proteins a- and B-tubulin, were expressed on the cell surface of
human apoptotic neutrophils (Moisan & Girard, 2006). Know
ing this, in addition to their high cell turnover and the fact that
these cells are known to undergo spontaneous apoptosis that can
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be accelerated by several agents, neutrophils represent a good
source of cytoskeletal autoantigens. However, the present study
demonstrated that NMHC-IIA was not expressed on the cell
surface of apoptotic neutrophils. This indicates that, unlike
vimentin and lamin By, the presence of anti-myosin autoanti
bodies in several disorders does not originate from NMHC-1IA
expression on apoptotic neutrophils.

In summary, PLB-985D cells were found to represent a good
model for extrapolating data regarding the cleavage of
cytoskeletal proteins and the role of caspases during neutrophil
apoptosis, although some minor differences were observed
between the two cell types, especially with respect to the
detection of distinct fragments of a given cytoskeletal protein,
such as NMCH-IIA. Nevertheless, the results of this study
clearly establish for the first time that the cytoskeletal protein
NMHC-IA is a novel target of VAA-1, inducing granulocyte
apoptosis and caspase activation. The fact that NMHC-IIA is
not expressed on the cell surface of apoptotic neutrophils
further supports our previous conclusion that, among different
members of the three classes of cytoskeletal filaments, only
those of the IFs are detected on the cell surface of apoptotic
neutrophils.
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