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Resume

Le neutrophile est un élément clé de la réponse immunitaire innée. L’un des
mécanismes par lesquels il élimine les micro-organismes de I’hdte est la formation de

« Neutrophil Extracellular Traps » (NETs).

Une fois inoculé dans I’organisme hdte, le promastigote de Leishmania interagit
rapidement avec le neutrophile. Les résultats obtenus au cours de nos travaux ont montré
que les promastigotes de L. donovani et de L. major induisent, a partir du neutrophile
humain, le relargage de NETs constitués d’ADN et d’élastase. Au cours de nos travaux,
nous avons €galement mis en évidence que cette induction est rapide et dépend 2 la fois
de la quantité de promastigotes et du temps d’incubation. De plus, les NETs forment des
structures tres filamenteuses qui capturent Leishmania sans 1’éliminer. En effet, nos
résultats suggérent que le lipophosphoglycan (LPG), abondamment présent a la surface

des promastigotes protége Leishmania de I’activité microbicide des NETs.

Les résultats obtenus ont également révélé que cette induction nécessite un contact
entre le neutrophile et le parasite et qu’elle est indépendante de 1’opsonisation de ce
dernier. De plus, les deux facteurs de virulence de Leishmania les mieux caractérisés, le

LPG et la protéine GP63, n’ont pas de role prépondérant dans ce phénomene.

Etudiante Directeur de recherche
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INTRODUCTION




Selon I’OMS, la leishmaniose est la seconde maladie parasitaire la plus importante
dans le monde. Bien qu’elle soit endémique dans plus de 88 pays, la leishmaniose
appartient au groupe des quatorze maladies tropicales négligées, regroupant les maladies
qui touchent principalement les populations les plus pauvres vivant dans les régions
tropicales et subtropicales. Plusieurs formes de leishmaniose avec divers degrés de
sévérité physiques ou sociaux existent. Les formes les plus relatées dans les articles
scientifiques sont les formes cutanée et viscérale. En effet, ces types de leishmaniose sont

respectivement la forme la plus répandue et la forme la plus sévere de la maladie.

Leishmania, 1’agent responsable de la leishmaniose est un parasite biphasite qui
est inoculé dans I’organisme héte mammifere sous sa forme promastigote et qui y
subsiste sous sa forme amastigote. Le macrophage étant sa cellule héte principale, de
nombreuses études ont porté leur intérét sur la compréhension des étapes menant a
I’infection du macrophage et a la subsistance de Leishmania dans cette cellule.
Cependant, du fait de la forte implication du neutrophile dans les premiéres étapes de la
réponse immunitaire de I’h6te, de plus en plus d’études ont portées leur attention sur le
role du neutrophile dans la leishmaniose. En effet, des expériences effectuées in vivo chez
la souris et I'utilisation de techniques de microscopie ont montré que le neutrophile est
rapidement recruté au site d’inoculation de Leishmania et phagocyte rapidement ce
dernier. De plus, malgré I’important arsenal microbicide contenu dans le neutrophile, le
promastigote de Leishmania parvient a déjouer la machinerie antimicrobienne de la

cellule et a survivre dans le phagosome de celle-ci.

Initialement, dans le but de comprendre les mécanismes par lesquels Leishmania
parvient & survivre dans le neutrophile, nous avions entrepris par microscopie |’étude de
I’état d’activation de la NADPH oxydase, acteur important dans I’élimination des micro-
organismes pathogeénes par le neutrophile. De maniére assez inattendue, nous avons
observé que suite au contact avec le promastigote, le neutrophile forme des structures tres
filamenteuses qui nous empéchaient d’effectuer toute analyse et interprétation quant a
I’état d’activation de la NADPH oxydase. Etant donné que ces structures formées par le

neutrophile ressemblaient a des éléments référencés dans la littérature en tant que NETs,



notre attention s’est orientée sur leur analyse. Au début de nos travaux, peu d’articles se
rapportant aux NETs étaient disponibles. Il est vrai que la formation de ces éléments par
le neutrophile est un mécanisme qui n’a été que récemment décrit (2004). Au cours des
cinq dernieres années, la formation des NETs a suscité un vif intérét parmi les équipes de
recherche qui ont mis en évidence leur role dans le contrdle des micro-organismes

pathogenes.

L’objectif de nos travaux présentés dans cette thése a donc été de déterminer si les
structures observées initialement étaient bel et bien des NETs. Dans ce but, nous avions

trois objectifs :

1) Déterminer si les promastigotes de Leishmania induisent la formation de

NETs chez le neutrophile humain,

2) Comprendre par quels mécanismes les promastigotes de Leishmania initient

le relargage de NETSs a partir du neutrophile,

3) Etudier I'impact de la production de NETs sur la survie des promastigotes de

Leishmania.

Les résultats obtenus au cours de ce doctorat sont présentés sous la forme d’un
article en cours de parution dans The Journal of Immunology et de résultats non-inclus

dans cet article (Résultat supplémentaire).

Dans le but d’exposer I’état des connaissances actuelles concernant cette étude,
une revue de littérature constituée de trois parties débute cette thése. Les chapitres de
cette revue sont les suivants : la leishmaniose et le parasite Leishmania, le neutrophile, la

réponse du neutrophile face a Leishmania.



Note : Afin de rendre la lecture de cette thése plus facile, certains termes anglais ont été

conservés lorsqu’une traduction courante n’était pas disponible.



REVUE DE LITTERATURE




Chapitre 1 : Lua leishmaniose et le parasite Leishmania

1 La leishmaniose et le parasite Leishmania

1.1  Généralités sur la leishmaniose

Plus d’un milliard d’individus, soit une personne sur six de la population mondiale
est atteinte d’au moins une maladie tropicale négligée dont fait partie la leishmaniose.
Décrite pour la premiere fois en 1882 par le médecin militaire McNaught, la leishmaniose
est la seconde maladie parasitaire la plus importante dans le monde. Elle est endémique
dans 88 pays (principalement des pays en voie de développement des régions tropicales et
sub-tropicales). Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 12 millions
d’individus a travers le monde en sont atteints et 350 millions encourent le risque de la
contracter. Cependant, ’OMS estime que ces chiffres officiels sont sous-estimés
notamment en raison d’individus atteints par la maladie et non-diagnostiqués. En effet, la
déclaration de leishmaniose n’est obligatoire que dans 33 des 88 pays touchés. De plus la
maladie affectant des régions rurales éloignées, il est difficile de recenser les personnes
atteintes dans ces zones. Cette maladie représente un véritable probléme de santé

publique pour certains pays.

La leishmaniose est souvent associée a la pauvreté. En effet, les principales
populations touchées ont un faible revenu (inférieur & 1$ US/jour) ainsi qu’un mode de
vie qui favorise le risque de développement de la maladie (Alvar et al., 2006). En plus de
concerner les populations démunies, la leishmaniose contribue également 2
I’appauvrissement des individus du fait du colt onéreux des traitements existants qui
contraint les familles de vendre leurs biens. Le nombre d’individus atteints par cette
maladie accroit de plus en plus et se déplace vers les villes. Malgré tous les problemes
socio-économiques que suscite cette maladie, la leishmaniose demeure une maladie

négligée.
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1.1.1 Manifestations cliniques de la leishmaniose

Le terme leishmaniose regroupe trois maladies ayant des manifestations cliniques
et des degrés de sévérité distincts : la leishmaniose cutanée, la leishmaniose muco-

cutanée et la leishmaniose viscérale (Figure 1).

1.1.1.1 Leishmaniose cutanée

Endémique dans 70 pays avec une incidence de 1,5 a 2 millions de nouveaux cas
par an, la leishmaniose cutanée (ou bouton d’Orient, Uta) est la forme la plus répandue et
la moins grave de la maladie. Déja connue par les Incas en tant que « maladie des
Andes », elle est caractérisée par la formation de lésions ulcérantes au niveau du site de
piqiire du Phlébotome (OMS) (Figure 1B). Généralement, les 1ésions se résorbent d’elles-
mémes et les individus guérissent spontanément en quelques mois, conservant toutefois
des cicatrices indélébiles. Les principaux pays concernés sont la Syrie, I’ Arabie Saoudite,
le Pérou, le Brésil et I’Afghanistan. L. tropica, L. major et L. mexicana sont trois

principales especes de leishmanies responsables de la leishmaniose cutanée.

1.1.1.2 Leishmaniose muco-cutanée

Causée par L. braziliensis, la leishmaniose muco-cutanée également appelée
« Espundia », est une forme mutilante de la leishmaniose cutanée. Comme pour cette
derniere, les premiers signes cliniques sont I’apparition de lésions au niveau du site de
piqlre du vecteur. En revanche, en raison du fort tropisme de L. braziliensis pour les
macrophages du pharynx, de la bouche et du nez, les cavités nasales et buccales se
nécrosent, menant a la défiguration de I’individu atteint (Figure 1 A, D). D’ailleurs, cette
maladie était anciennement appelée « lépre blanche », en raison de la ressemblance des
lésions produites avec celles causées par la lépre. La leishmaniose muco-cutanée se

retrouve essentiellement en Amérique Centrale et du Sud (Mexique, Pérou et Bolivie).
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1.1.1.3 Leishmaniose viscérale

Egalement connue sous les termes issus du sanskrit « Kala-azar » (fievre noire),
fievre « Dum-Dum », la leishmaniose viscérale est la forme la plus grave de la maladie
avec une mortalit¢ de 100 % en I’absence de traitement. Elle se caractérise par des
poussées de fievre irrégulieres, une importante perte de poids, une hépatosplénomégalie
(augmentation du volume de la rate et du foie) et de par une anémie (Figure 1 E). 90%
des cas de leishmaniose viscérale se localisent en Inde, Brésil, Bengladesh, Népal et
Soudan (Chappuis et al., 2007). L. donovani, L. chagasi et L. infantum en sont les

principaux agents responsables.

Cette maladie peut évoluer en une variante dite leishmaniose Post-Kala-Azar
caractérisée par I’apparition de lésions cutanées au niveau du visage qui se résorbent
d’elles-mémes (Figure 1 C). 10 % des patients initialement traités pour la leishmaniose

viscérale développent la leishmaniose Post-Kala-Azar.



Figure 1 : Les différentes manifestations cliniques de la leishmaniose. A) Statue inca
représentant un individu atteint de leishmaniose muco-cutanée. B) Lésion nécrosée
caractéristique de la leishmaniose cutanée. C) Eruption maculopapuleuse typique de la
leishmaniose post-Kala-Azar. D) Destruction des muqueuses oro-naso-pharyngiennes
chez un patient souffrant de leishmaniose muco-cutanée. E) Hépatosplénomégalie

caractéristique de la leishmaniose viscérale.
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1.1.2 Diagnostique

Le diagnostique de la leishmaniose se fait par microscopie a partir de 1ésions ou de
prélevements sanguins. Les leishmanies des différentes espéces n’étant pas
morphologiquement différentiables, ’amplification génique par PCR est alors utilisée.
Ces techniques de détection étant onéreuses, nécessitant du matériel et du personnel,
d’autres méthodes ont été congues : I'utilisation de bandelette réactive K39 dont le
principe repose sur la mise en présence du plasma du patient avec une protéine

recombinante spécifique de Leishmania et ne coutant que (1$ US) (OMS).

1.1.3 Protection contre la leishmaniose

La lutte contre la leishmaniose représente un véritable enjeu pour des pays tels que
I'Inde. Une lutte efficace doit conjuguer a la fois la production de médicaments
accessibles et peu cofiteux ainsi qu’un dépistage actif de la maladie. Actuellement, des
traitements curatifs contre la leishmaniose existent. Malheureusement, la plupart sont trés
toxiques et restent inaccessibles pour les populations touchées. La leishmaniose touchant
principalement les pays en voie de développement, donc des populations peu solvables,
les industries ont peu d’attrait & produire et a investir des médicaments pour cette
maladie. Selon I’'OMS, moins d’un pourcent des médicaments homologués entre 1975 et

1999 étaient destinés au traitement des maladies tropicales dont la leishmaniose.

1.1.3.1 Prophylaxie

La leishmaniose est transmise par le phlébotome (diptére de trés petite taille) du
genre Phlebotomus (Ancien Monde) ou Lutzomyia (Nouveau Monde). Le phlébotome
étant un insecte nocturne, I’OMS suggere d’éviter de sortir & la tombée du jour. Le port de
vétements recouvrant un maximum de surface corporelle est également recommandé.
L’utilisation de I’insecticide DDT ayant prouvé son efficacité dans la lutte contre le

b

moustique responsable du paludisme, a également contribué a 1’éradication du

-5-



Chapitre I : La leislmaniose et le parasite Leishmania

phlébotome, notamment lors d’une campagne menée en Inde dans les années 1950.
Malheureusement, certains phlébotomes (ex. P. argentipes) ayant développé une

résistance au DDT, la campagne a di étre arrétée (Chappuis et al., 2007).

1.1.3.2 Traitements curatifs

11 est difficile pour les personnes atteintes de leishmaniose de se faire soigner. En
effet, le coiit élevé de ces traitements ainsi que I’éloignement des centres thérapeutiques

rendent les soins inaccessibles.

Pendant longtemps le traitement de la leishmaniose a reposé sur I’utilisation de
sels pentavalents d’antimoine (antimoniate de méglumine (Glucantim®) et stibogluconate
de sodium (Pentostam®)). Ces traitements sont chers, nécessitent plusieurs injections
(intramusculaire ou intraveineuse) ainsi qu’une longue hospitalisation en raison de leur
forte toxicité. Malheureusement, 40 2 65% des malades atteints de leishmaniose viscérale
en Inde ont développés une résistance a I’antimoine. Ceci est probablement dii a une
mauvaise utilisation du traitement. Car, étant trop onéreux, beaucoup de malades ne

prennent pas toutes les injections nécessaires (OMS).

L’utilisation de 1’amphotericin B conventionnelle (Fungizone®) et de Ila
pentamidine (Pentacarinat®) a été une alternative a la résistance a I’antimoine.
Malheureusement ces deux molécules sont trés toxiques et le traitement est aussi onéreux
que celui a ’antimoine. Une formulation liposomale de I’amphotericin B (AmBisome®)
a été développée. Ce traitement est moins toxique que celui a I’amphotericin B
conventionnelle (Rosenthal et al, 2009). Bien qu’il nécessite une période
d’hospitalisation plus courte que les précédents, il demeure encore trop dispendieux pour

les populations concernées.

Initialement développé comme anticancéreux, la miltéfosine (Impavido®) est le

seul traitement administrable par voie orale. Ce traitement semble étre efficace contre la
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leishmaniose viscérale puisque 95% des patients traités lors d’essais cliniques ont guéris

(OMS). I n’est actuellement utilisé qu’en Inde.

1.1.3.3 Vaccins

Actuellement, il n’y a pas de vaccins prophylactiques efficaces contre la
leishmaniose qui soient disponibles. Les vaccins de premiere génération utilisaient le
parasite vivant en présence ou non d’adjuvants. Avec les connaissances de plus en plus
compleétes sur Leishmania, des vaccins dits de seconde génération sont testés. Ces vaccins
sont basés sur I'utilisation de molécules recombinantes ou d’organismes exprimant des

antigenes de Leishmania.

Du fait de leur forte implication dans les mécanismes qui permettent au parasite de
s’établir dans 1’héte, la protéine GP63 et le glycoconjugué de surface LPG sont deux
candidats trés intéressants pour la mise au point d’un vaccin. De plus, le génome de L.
major étant totalement séquencé et celui de L. infantum et de L. braziliensis étant en voie
de I’étre, il est fort probable que de nouveaux candidats soient prochainement découverts

(Ivens et al., 2005).

En conclusion, il est clair qu’une lutte efficace contre la leishmaniose
s’accompagne par la production de nouveaux médicaments moins onéreux et moins
nocifs que les précédents. L’usage de ces derniers devra également étre simplifié dans le
but de limiter les coits relatifs a I’hospitalisation. La lutte peut également se réaliser par
un dépistage actif de la maladie d’autant plus que les coiits associés au diagnostique sont
moins onéreux que ceux qui sont associés au traitement. Toutes ces dispositions ne
peuvent toutefois étre efficaces que dans la mesure ol la population est suffisamment

éduquée sur les moyens de prévention.
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1.2  Leishmania

C’est en 1900, lors de la mise au point d’une technique de coloration sanguine
effectuée sur un frottis de rate d’un soldat mort de la fievre Dum-Dum en Inde, que Sir
W.B. Leishman a découvert Leishmania. Trois ans plus tard le médecin millitaire C.
Donovan identifie le méme agent pathogene lors d’une biopsie de rate d’un patient indien
également atteint de Kala-azar. C’est donc en leur honneur que ce parasite fut appelé

Leishmania donovani.

1.2.1 Cycle de vie

Leishmania est un parasite eucaryote protozoaire appartenant a la famille des
Trypanosomatidae. Durant son cycle de vie, il alterne entre son vecteur invertébré (le
phlébotome) et son hote mammifere (Homme, chien, chat, rongeur). L’Homme représente
un hoéte important pour Leishmania puisque vingt-et-une des trente especes de

leishmanies qui infectent les mammiferes infectent 1’étre humain.

Le phlébotome est un diptere de tres petite taille (2 @8 3 mm de long), dont seule la
femelle est vecteur de 1a maladie (Figure 2 E). En 1921, les fréres Sergent (biologistes),
ont pour la premiere fois mis en évidence la transmission de Leishmania par cet insecte
en s’appliquant des broyats de phlébotome sur des lésions cutanées. Selon la zone
géographique dans laquelle I’'insecte se trouve, on parle de phlébotome du genre

Phlebotomus (Ancien Monde) ou Lutzomyia (Nouveau Monde).

Durant son développement, Leishmania alterne entre deux formes: le stade
promastigote (15 a 25 um) allongé et motile grace a la présence d’un long flagelle (Figure
2 C, D), et la forme amastigote non-motile et de petite taille (2 a 6 pm), anciennement
appelée corps de Leishman-Donovan (Figure 2 F, G). Les premieres étapes du cycle de

vie de Leishmania se déroulent dans le phlébotome. Le promastigote procyclique (forme
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non-infectieuse et capable de se multiplier) se transforme en promastigote métacyclique
(forme infectieuse et incapable de se diviser), durant un processus nommé la
métacyclogenese (Sacks, 1989). Suite a cette transformation, le promastigote
métacyclique se détache des cellules du tube digestif pour migrer vers la bouche de
I’insecte et ensuite étre injecté dans 1’organisme hdte mammifére pendant un repas
sanguin. Une fois inoculé dans I’hdte mammifere, le promastigote métacyclique est
rapidement phagocyté par le macrophage (cellule héte principale). RéEcemment, certaines
études ont suggérées que le promastigote transite par le neutrophile avant de se retrouver
dans le macrophage (John et al., 2008, Peters et al., 2009, Peters et al., 2008). Une fois
dans le macrophage, le promastigote se différencie en amastigote qui se multiplie. Cette
prolifération entraine la rupture des cellules ainsi que le relargage de Leishmania. Les
amastigotes relachés sont phagocytés par les macrophages environnants ou plus rarement
par les cellules dendritiques et fibroblastes. Le cycle s’acheéve par un repas sanguin sur un
héte infecté durant lequel le phlébotome femelle ingére les macrophages contenant les
amastigotes. Ces amastigotes sont reldchés dans la mouche et se redifférencient en

promastigotes procycliques (Figure 3).
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A), B) (Roberts et al., 2000)

Figure 2 : Le parasite Leishmania. A, B) L. donovani fut la premiére espéce de
leishmanie a étre découverte en 1900 et 1903 respectivement par William Leishman (A)
et Charles Donovan (B). C) Image de microscopie électronique d’un promastigote attaché
a la surface d’un macrophage. D) Photo de promastigotes libres obtenue suite 4 une
coloration au Giemsa. E) Phlébotome femelle. F) Image de microscopie électronique d’un
amastigote hors de la cellule. G) Photo d’amastigotes internalisés par les macrophages
obtenue suite & une coloration au Giemsa.
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1.2.2 Le réservoir

La leishmaniose étant une zoonose, les réservoirs sont des animaux : paresseux,
lapins, primates, chauves-souris (Nouveau-Monde) ; petits rongeurs et chiens (Ancien
Monde). Toutefois pour certaines espéces de leishmanies, 1’Homme peut représenter un
réservoir important. C’est le cas dans certaines régions en Inde o la maladie est plutdt

une anthropozonose.

1.2.3 LPG et GP63, deux glycoconjugués essentiels a la

virulence de Leishmania

Que ce soit dans le phlébotome ou dans I’hdte mammifére, Leishmania est
continuellement soumis a un environnement qui lui est hostile (systeme digestif,
macrophages, neutrophiles). Afin de survivre et de se développer dans un tel milieu, le
parasite a développé des stratégies dont certaines mettent en jeu ses glycoconjugués de
surface. Les glycoconjugués sont des molécules constituées de chaines
oligosaccharidiques associées de facon covalente a une protéine ou un lipide. Le
glycocalyx de Leishmania est formé par le lipophosphoglycan (LPG), la protéine GP63,
le glycoinositol phospholipide (GIPL), le protéophosphoglycan (PPG) et la phosphatase
alcaline sécrétée (AP) (Figure 4 B).

Parmi toutes ces molécules, ce sont le LPG et la protéine GP63 qui ont suscitées le

plus d’intérét et de ce fait ont été les mieux caractérisées.

-12-
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1.23.1 LeLPG

1.2.3.1.1 Biosynthese et structure du LPG

Le lipophosphoglycan est un glycoconjugué composé de quatre domaines
(Figure 4 A) :
-- une ancre lipidique 1-O-alkyl-2-lyso-phosphatidyl inositol griace a laquelle il s’insere
dans la membrane du parasite,
-- un long polymere de phosphoglycans composé d’unités répétées [-sGalgsMang-POs-],
que I’on ne retrouve pas chez les mammiféres et pour lequel n varie de 10 a 40,
-- une petite coiffe oligosaccharidique,

-- un corps glycan.

Le LPG varie selon I’espéce de leishmanie. C’est au niveau des sous-unités
répétées contenant la chaine de phosphoglycans [-¢GalpsMang-PO4-] que se joue son
polysmorphisme via I’ajout et la substitution de divers sucres au niveau du galactose et/ou
du mannose. Trois classes de LPG sont connues (McConville et al., 1995) :

-- LPGs de type 1 qui ne possedent pas de substitution et concernent le LPG des
leishmanies de I’ Afrique de I’Est (ex. L. donovani),

-- LPGs de type 2 qui contiennent une variété de sucres ramifiés au niveau du résidu
galactose (ex. L. mexicana, L. major, L. tropica),

-- LPGs de type 3 qui présentent des substitutions a la fois au niveau du résidu galactose
et du résidu mannose (ex. L. aethiopica).

Les études ont montrés que le polymorphisme du LPG est directement impliqué dans la
spécificité du phlébotome pour les différentes espéces du parasite (Soares et al., 2004,

Butcher et al., 1996).
Grice a P'analyse de promastigotes dépourvus en LPG, de la structure de la

molécule, de sa localisation ainsi que de nombreuses études biochimiques, on estime

qu’au moins vingt-cinqg enzymes sont nécessaires a sa biosynthése (Beverley ef al., 1998,

- 13-
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Carver et al., 1992). A ce jour, cing mutants du LPG ont été caractérisés et utilisés dans
les études :

-- Ipg1-KO déficient en galactofuranosyl-transférase (Galf) (Spath et al., 2000,
Huang et al., 1993), ce mutant est le plus spécifique au LPG (Figure 4 A, B).

-- Ipg2-KO muté au niveau d’un transporteur mannose et dépourvu de sous-unités
répétées au niveau de tous les glycoconjugués présents a la surface du promastigote
(Figure 4 A, B) (Ma et al., 1997, Descoteaux et al., 1995).

-- Ipg3-KO déficient en GRP94, protéine chaperonne impliquée dans 1’assemblage
des sous-unités répétées. Ce mutant ne synthétise que la premiére des sous-unités répétées
(Descoteaux et al., 2002) (Figure 4 A),

-- Ipg4-KO affecté au niveau d’une glycosyl-transférase, ce mutant ne posséde que
deux sous-unités répétées (Beverley et al., 1998)

-- Ipg5A-KO et Ipg5B-KO sont tous deux déficients en transporteurs de galactose
(Capul et al., 2007) (Figure 4A).

L’utilisation de ces mutants (notamment de Ipg/-KO et Ipg2-KO) a permis

d’établir le role du LPG dans I’infection par Leishmania.

- 14 -
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Le LPG est le glycoconjugué le plus abondamment présent a la surface (corps et
flagelle) du promastigote de Leishmania (5x10° molécules/cellule), et trés peu présent
voire absent de la surface de I’amastigote (<100 molécules/cellule) (McConville et al.,
1991). Bien que les mécanismes par lesquels le parasite régule la présence de LPG a sa
surface ne soient pas bien connus, il semblerait qu’une diminution de I’activité de la
mannosylphosphoryltransferase (MPT) chez I’amastigote soit impliquée (Mengeling et
al., 1997).

1.2.3.1.2 Interaction LPG/Phlébotome

La différenciation du promastigote procyclique (non-infectieux) en promastigote
métacyclique (infectieux) se réalise dans Dintestin du phlébotome durant la
métacyclogenese. Pour éviter 1’élimination suite a un repas sanguin, le promastigote
procyclique se lie aux lectines de la paroi intestinale de la mouche par I’intermédiaire du
LPG (Sacks et al, 2000). Une fois différenciés, les promastigotes métacycliques se
détachent des lectines et migrent vers la bouche du phlébotome pour étre par la suite
inoculés a l'organisme hote. Le doublement du nombre de sous-unités répétées, la
modification des chaines latérales ainsi que des substitutions ou la perte de sucres au
niveau de la coiffe du LPG durant la métacyclogenese sont responsables de ce
détachement (Soares et al., 2005, Soares et al., 2002, Mahoney et al., 1999a, Mahoney et
al., 1999b, Sacks et al., 1995, McConville et al., 1992). Il a également été montré que le

LPG permet a Leishmania d’éviter d’étre digéré dans I’intestin de la mouche.

1.2.3.1.3 Role du LPG lors de l'infection dans le

macrophage

Le macrophage est la cellule hote principale de Leishmania et la quasi-totalité des
études portant sur le rdle du LPG durant I’infection de I’organisme héte ont été réalisées

chez ce phagocyte.
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Le LPG contribue a la liaison du promastigote au macrophage en agissant en tant
que motif moléculaire associé au pathogene (PAMP). En effet, il interagit avec les
récepteurs aux protéines du compléments CR3, CR1, le récepteur de la protéine c-réactive
(CRP-R), la protéine p150,95 et la protéine de liaison au mannose (MBP) qui sont
présentes a la surface de la cellule (Culley et al., 1996, Green et al., 1994, Talamas-
Rohana et al., 1990). C’est par I'utilisation des mutants déficients en LPG ainsi que de
LPG purifié a partir de promastigotes que les chercheurs ont montré que cette molécule
est un important facteur de virulence pour toutes les especes de leishmanies étudiées,
excepté pour L. mexicana (Ilg, 2000). En son absence le promastigote ne survie pas dans
le macrophage. Des les cinq premiéres minutes suivant I’infection, le LPG s’insére dans
la membrane du phagosome dans un premier temps au niveau du point d’entrée du
parasite pour finalement diffuser sur la totalité de la membrane (Tolson et al., 1990).
Cette insertion n’est pas aléatoire et s’effectue au niveau des radeaux lipidiques qui sont
des micro-domaines membranaires enrichis en certains lipides et fortement impliqués
dans la transduction du signal (Winberg et al., 2009, Dermine et al., 2005). En s’insérant
dans ces structures, on comprend aisément que le LPG altere certaines voies de
signalisation du macrophage. Le LPG retarde également la maturation phagosomale
(Lodge et al., 2005b, Dermine et al., 2000, Desjardins et al., 1997) en empéchant le
relargage de la F-actine (Holm et al., 2001, Lodge et al., 2005a), en retardant I’acquisition
de marqueurs lysosomaux tardifs tels que LAMP-1 et Rab-7 (Scianimanico et al., 1999),

et en inhibant le recrutement de la pompe a protons V-ATPase (Vinet et al., 2009).

Le LPG permet également I’établissement de I’infection en régulant a la baisse
I’expression de genes codant des protéines pro-inflammatoires telle que I'IL-1B
(Hatzigeorgiou et al.,, 1996) et en empéchant I’assemblage de la NADPH oxydase au
phagosome (Lodge et al., 2006). Plusieurs études montrent que certains de ces
phénomenes sont le résultat d’un ciblage de la protéine kinase C (PKC) par le LPG (Holm
et al., 2003, Giorgione et al., 1996, Descoteaux et al., 1991, McNeely et al., 1989). Sa
présence en quantité trés abondante a la surface du promastigote permet également au
parasite de résister a I’action lytique des protéines du complément en empéchant leur

insertion dans la membrane (Spath et al., 2003, Puentes ef al., 1990).
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Aux vues de ces résultats, des équipes ont utilisé des épitopes du LPG purifié ou
des promastigotes dépourvus en LPG pour produire des vaccins contre Leishmania. A
I’issu de ce traitement, les souris ont résisté a I’infection par L. major, L. donovani et

L. amazonensis (Pinheiro et al., 2007, Uzonna et al., 2004, Mukhopadhyay et al., 1999).

Il y a peu d’études sur le réle du LPG dans des cellules autres que le macrophage.
Cependant, une récente étude a montré son implication dans 1’inhibition de la
présentation antigénique ainsi que dans I’orientation de la réponse immunitaire vers une

réponse de type Th2 par les cellules dendritiques (Liu et al., 2009).

1.2.3.2 La protéine GP63

Découverte dans les années 1980 (Russell et al., 1986), la metalloprotéase GP63
est le second glycoconjugué majoritaire de surface de Leishmania (5x10°/cellule) et est 2
la fois présente sur le corps et le flagelle du parasite (Bouvier et al., 1987). Il s’agit d’une
glycoprotéine de 63 kDa conservée chez différentes especes de Leishmania. Cette
protéine est également connue sous les termes de leishmanolysine, protéine de surface du
promastigote (PSP) et protéase majoritaire de surface (MSP). Deux types de GP63 sont
synthétisés, une forme membranaire ancrée a la surface de Leishmania via une ancre
lipidique et une forme sécrétée (moins étudiée) (Jaffe er al., 2003, McGwire et al., 2002).
Bien que les études montrent que GP63 est présente sous sa forme membranaire a la fois
chez le promastigote et I’amastigote, son role chez ce dernier est moins connu (Frommel

et al., 1990, Medina-Acosta et al., 1989).

Comme le LPG, GP63 est un important facteur de virulence pour Leishmania. En
effet, bien que les promastigotes déficients ou atténués en gp63 se développent
correctement dans le phlébotome, ils sont moins virulents et I’infection est plus lente a
s’établir (Thiakaki et al., 2006, Joshi et al., 2002). De plus, les études révelent que les
promastigotes métacycliques expriment quatorze fois plus de GP63 que les promastigotes
procycliques (Yao et al., 2002). La leishmanolysine possede une activité protéase qui lui

permet d’altérer les voies de signalisation du macrophage ainsi que celles du fibroblaste
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(qui peut étre une cellule hote pour Leishmania). En effet, grace a son activité protéase
GP63 dégrade des protéines régulatrices de I’actine dans le fibroblaste et active les
protéines tyrosines phosphatases (SHP-1, PTP1B et TCPTP) du macrophage impliquées
dans I’inhibition des voies de signalisation menant & I’activation de la cellule (Halle et al.,
2009, Gomez et al., 2009). Son activité enzymatique est également responsable de la
dégradation des constituants de la matrice extracellulaire telle que la fibronectine
(Kulkarni et al., 2008, Etges et al., 1986). Une étude a montré qu’en digérant les éléments
de la matrice, GP63 augmente la migration de Leishmania et de ce fait favorise I’infection
(McGwire et al., 2003). Sa présence est également associée a la résistance du
promastigote contre les peptides antimicrobiens et les protéines du complément (Kulkarni
et al., 2006, Thiakaki et al., 2006, Joshi et al., 2002). L’un des processus par lesquels la
leishmanolysine protege le parasite de la destruction par le complément est la conversion
de la protéine C3b en une forme inactive C3b; (Brittingham et al., 1995). La modification
de C3b empéche le recrutement des autres éléments du complément responsables de la
formation du complexe d’attaque membranaire (MAC). C3bi ainsi formée, va également
favoriser I’internalisation de Leishmania par le macrophage en se liant 3 GP63 et en
reconnaissant par la suite le récepteur CR3. GP63 favorise également I’internalisation des
promastigotes en se liant 3 C3b (qui va elle-méme se fixer au récepteur CR1), en
interagissant directement avec le récepteur CR3 ou en reconnaissant le récepteur de la
fibronectine (Brittingham et al., 1999, Brittingham et al., 1995, Russell et al., 1988,
Russell et al., 1986).

Etant donné sa forte implication dans I’établissement de I’infection, certaines
équipes de recherche ont testé la contribution de la protéine GP63 dans la production de
vaccins prophylactiques contre Leishmania. L'’utilisation de GP63 recombinante ou
purifiée a partir de promastigotes a permis d’obtenir une protection efficace contre
I’infection par L. donovani et L. major chez la souris (Bhowmick et al., 2008, Jaafari et

al., 2006).
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2 Le neutrophile

Le neutrophile a été découvert en 1879 par I’histologiste allemand Paul Ehrlich. A
cette époque, on parlait de « cellule polynucléaire ». Suite aux résultats qui démontrérent
que cette cellule ne posseéde bien qu’un seul noyau mais polylobé, 1’appellation a été
modifiée pour «cellule a noyau polymorphe ». Trés vite Metchnikoff, emploi ce terme
dans ses travaux et le transforme pour « leucocyte polymorphonucléaire » (PMN). 1l a
également utilisé le terme de « microphage » en référence a la capacité phagocytique de
ces cellules et au fait qu’elles soient plus petites que les macrophages. Le terme définitif
de «neutrophile » n’est venu que plus tard suite aux observations de Metchnikoff qui
découvrit que ces cellules posseédent de nombreux granules dont certains sont détectables

via I’utilisation de marqueurs acides et d’autres via I’usage de marqueurs basiques.

2.1 Formation

Les neutrophiles sont issus de la différenciation des cellules souches pluripotentes
de la moelle osseuse, c’est-a-dire de ’hématopoiese. Ce processus est régulé par la
présence de cytokines, les « Colony-Stimulating Factors » (CSFs) qui jouent un role de
facteurs de croissance (Barreda et al., 2004). Selon le type de CSF auquel la cellule
souche est soumise, elle se différencie soit en cellule lymphoide soit en cellule souche
myéloide précurseur des granulocytes (neutrophiles, éosinophiles et basophiles),
monocytes, plaquettes et globules rouges. En se basant en grande partie sur des analyses
morphologiques, on distingue cinq stades de différenciation cellulaire menant a la
formation du neutrophile mature : le stade myéloblaste, promyélocyte, myélocyte,
métamyélocyte et enfin neutrophile mature. Ce processus prend environ 14 jours

(Cartwright et al., 1964).
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2.1.1 Hématopoiése, les différentes étapes de maturation du

neutrophile

Le myéloblaste est le premier stade de différenciation du neutrophile. C’est une
cellule unipotente, ronde, de petite taille (~10pm) caractérisée par la présence d’un grand
noyau ovale (Figure 5). A ce stade, les granules ne sont pas encore formés mais on
observe la présence de nombreux polysomes et mitochondries. Le second stade de
différenciation est constitué par le promyélocyte (ou progranulocyte). Cette cellule est
moins ronde et légerement plus grande que le myéloblaste (~15um) (Figure 5). En plus
d’étre caractérisé par D’apparition des granules azurophiles, on observe au stade
promyélocytaire un important accroissement du volume du cytoplasme permettant une
augmentation de la quantité de réticulum endoplasmique rugueux, ainsi qu’une croissance
de I’appareil de Golgi. L’augmentation du Golgi et du réticulum témoigne de la forte
production de granules a ce stade. Plus la cellule est dans un état avancé de
différenciation promyélocytaire, plus elle contient de granules azurophiles et plus elle
grossi. Ensuite vient le stade myélocytaire qui s’accompagne de la formation des granules
spécifiques (ou secondaires) qui s’ajoutent aux granules azurophiles précédemment
formés. Cellule de petite taille (8 a 12um), le myélocyte posséde un noyau dentelé et une
chromatine trés condensée (Figure 5). Puis le myélocyte se transforme en métamyélocyte
(dit « band cell »). A cette étape, la cellule posséde déja un noyau segmenté. Dans les
métamyélocytes, les granules qui prédominent sont les granules spécifiques (80-90 %).
Finalement, cette cellule devient un neutrophile mature de 12 & 14um. Le neutrophile
mature se différencie des autres stades de maturation par la présence d’un noyau
clairement multilobé (2 a 5 lobes) (Bainton et al., 1971, Bainton et al., 1966, Killmann et
al., 1962). Le PMN nouvellement formé passe de la moelle osseuse & la circulation
sanguine ol il a une durée de demi-vie assez bréve, de I’ordre de huit heures. Du fait de
leur courte durée de demi-vie, la majorité des cellules sanguines produites lors de
I’hématopoiese sont des neutrophiles et le taux de renouvellement de ces derniers est de
I’ordre de 10" neutrophiles produits par jour chez un individu adulte (Athens et al.,

1961a).

221 -



Chapitre 2 : Le neutrophile

PROGRANULOCYTE

(Bainton et al., 1966)

Figure 5 : Les cinq étapes de différenciation du neutrophile. Les cellules de la
moelle osseuse se différencient progressivement en myéloblaste, promyéloblaste
(progranulocyte), myélocyte, métamyélocyte (dit «band cell ») et finalement en
neutrophile mature. Les cellules ne sont plus capables de se diviser 2 partir du stade
métamyélocytaire, stade au cours duquel le noyau commence a se lober. La formation des
granules se fait de maniere séquentielle dés le stade promyélocyte et s’achéve au stade

« band cell ».
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2.1.2 Granulopoiése

Le neutrophile mature est caractérisé par la présence dans son cytoplasme de
nombreuses vésicules, les granules qui se distinguent en quatre catégories : les granules
azurophiles (primaires), granules spécifiques (secondaires), granules gélatinases
(tertiaires) et les vésicules sécrétoires. Les granules sont les organelles les plus abondants
du neutrophile mature et sont formés de maniére progressive durant I’hématopoiése par le
processus du nom de granulopoiese (Kobayashi ez al, 2005, Faurschou et al., 2003,
Borregaard et al., 1997, Borregaard et al., 1993, Bainton et al., 1966, Athens et al.,
1961b). Les premiers granules a étre formés sont les granules azurophiles. Du fait de leur
haute teneur en myélopéroxidase (MPO), on parle également de granules péroxidase-
positifs. Par la suite, la production de MPO cesse et les granules péroxidase-négatifs
commencent a se former. Ce second groupe est divisé en deux catégories : les granules
secondaires qui se forment dans les myélocytes, et les granules tertiaires produits dans les
métamyélocytes (Figure 6). Tous les granules ont une structure commune: une
membrane constituée par une bicouche phospholipidique et une matrice intragranulaire
contenant des protéines destinées a I’exocytose ou au relargage dans le phagosome
contenant un microbe ingéré. Les granules sont classés selon leur taille, leur morphologie

ou selon les protéines qu’ils possédent.

Cette étape de maturation cellulaire est essentielle au bon fonctionnement de la
réponse de I’hote face a I’attaque d’un micro-organisme pathogéne puisque la réponse
immunitaire impliquant le neutrophile mais en partie en jeu les protéines contenues dans

ces granules.

2.1.2.1 Granules azurophiles

Pendant longtemps, les granules azurophiles ont été caractérisés comme étant des
lysosomes primaires. En effet, ils expriment a leur surface la granulophysine, une

protéine similaire a la protéine lysosomale CD63 (Cham er al., 1994). En revanche
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contrairement aux lysosomes, les granules azurophiles n’expriment a leur surface ni la
protéine LAMP-1, ni la protéine LAMP-2 (Lysosome Associated Membrane Protein —
1/2).

Cette population de granules est trés hétérogéne car constituée de vésicules de tailles et
formes différentes (Egesten et al., 1994, Rice et al., 1987, Bainton et al., 1971, Parmley et
al., 1987).

Parmi les protéines présentes dans les granules primaires, on trouve la
myélopéroxydase (MPO), I’élastase, les alpha-défensines ainsi que la « Bacterial
Permeability-Increasing protein » (BPI), connues pour leur pouvoir microbicide
(Faurschou et al., 2003). La MPO est la premiére protéine de ces granules a étre
synthétisée. D’ailleurs, c’est par cette derniere que les granules peroxidase-positifs, dont

les granules azurophiles sont définis (Figure 7).

2.1.2.2 Granules péroxydase-négatives

I existe deux types de granules péroxydase-négatifs : les granules spécifiques et
les granules gélatinases. Contrairement aux granules azurophiles, les granules

péroxydase-négatifs sont de trés petite taille.

2.1.2.2.1 Granules spécifiques

Les granules spécifiques contiennent également de nombreuses protéines
antimicrobiennes (Figure 7). Ils sont caractérisés par la présence de lactoferrine et par une

faible teneur en gélatinase (Faurschou er al., 2003).

La membrane de ces granules est un important réservoir en protéines impliquées
dans I’adhérence du neutrophile. Elle est également enrichie en flavocytochrome bssg
(composante de la NADPH oxydase), un important effecteur de la réponse du neutrophile

dépendante de I’oxygene contre les micro-organismes pathogenes (Gullberg et al., 1997).
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2.1.2.2.2 Granules gélatinases

Comme leur nom I’indique, les granules gélatinase ont une forte teneur en
gélatinase. Etant donné que cette enzyme permet la dégradation de la matrice
extracellulaire, ces granules sont fortement impliqués dans I’extravasation et la diapédése

du neutrophile (Faurschou et al., 2003).

2.1.2.3 Vésicules sécrétoires

Les vésicules sécrétoires sont les derniers granules a étre formés. La présence au
niveau de leur membrane de récepteurs tels que CR1, Fcylll, CD14 et la B2-intégrine,
témoigne de leur implication dans les phases précoces de la réponse inflammatoire. En
effet, beaucoup de ces récepteurs sont mis en jeu pour les interactions entre le neutrophile
et les cellules endothéliales qui ont lieu durant I’étape du roulement (cf. chap. 2.2.1.1)

(Borregaard et al., 1997). Le contenu cytosolique des vésicules sécrétoires est uniquement

composé de protéines du plasma.
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Myeloblast Promyelocyte Myelocyte Metamyelocyte  Band Segmented
granulocytes granulocytes

Azurophil granutes
Myeloperoxide
elastase
Specific granules
Lactoferrin

Gelatinase granules
Gelatinase

B

(Witko-Sarsat et al., 2000)

Figure 6 : Etapes de la granulopoiése. A) La granulopoiése est un processus
progressif par lequel les granules du neutrophiles sont formés. Trois types de granules en
plus des vésicules sécrétoires sont synthétisés: les granules azurophiles (du stade
myéloblaste au stade myélocyte), les granules spécifiques (du stade myélocyte au stade
métamyélocyte) et les granules gélatinase (a la fin de I’hématopoiese). Les différents
granules se distinguent entre-autres par leur contenu protéique. Les granules azurophiles,
spécifiques et gélatinases sont respectivement caractérisés par la présence de
myélopéroxydase, de lactoferrine et de gélatinase. B) Photo obtenue en microscopie
électronique d’un neutrophile mature et de ses granules. Les gros granules qui
apparaissent en noir sont les granules azurophiles (pg), les granules spécifiques (sg) sont

de plus petite taille et apparaissent en gris. N, Noyau ; ce, centriole ; m, mitochondrie.
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Azurophil granules Specific granules Gelatinase granules  Secretory granules

o 0 O

3 D 4

Myeloperoxidase Uatioferrin
Neurophil elastase Cathelicidin ; N
Protelnfa o 3 Collagenase Leukolysin #
Azurocidin = Leukolysin ~ Lysozyme
Bacterial permeability- Cytochrome bS58 ~ NRAMP1
increasing protein NGAL %
Defensins
& A
=
Increasing tendency for exocytosts
(Pham, 2006)

Figure 7 : Contenu des granules du neutrophile (liste non-exhaustive).
NGAL, “Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin”; NRAMPI, “Natural-Resistance-
Associated Macrophage Protein 1”; CR, Récepteur des protéines du Complement ; FPR,

“Formyl Peptide Receptor” ; CD, “Cluster of Differenciation”.
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2.2 Role du neutrophile dans la réponse immunitaire innée

La mise en place de la réponse immunitaire innée est la premiére étape de la lutte
contre I'intrusion d’un microbe. Elle est trés rapide et met en jeu des cellules
phagocytaires (macrophages, monocytes, neutrophiles), les cellules lymphocytaires
« Natural Killer » ainsi que les protéines du complément. Représentant 50 2 70% des
leucocytes circulants, le neutrophile en est ’élément majeur. En effet, les individus
souffrant de neutropénie, ou atteints de la maladie chronique granulomateuse (CGD) pour
laquelle les neutrophiles présentent des mutations au niveau de certains génes, sont plus
susceptibles aux infections bactériennes et fongiques et présentent un taux de mortalité a
ces types d’infections plus élevé que les personnes saines (Nauseef, 2007, Lekstrom-

Himes et al., 2000, Welte et al., 1997, Welte et al., 1996).

Pour accomplir son réle, le neutrophile doit rapidement quitter la circulation
sanguine et migrer vers le site d’infection. Une fois au site, il reconnait le microbe puis
exerce son activité antimicrobienne grice a la dégranulation ou via la formation de

« Neutrophil Extracellular Traps » (NETs) (Figure 8, Figure 9).

2.2.1 Recrutement du neutrophile

Les étapes menant au recrutement des neutrophiles au site d’infection ont été
détaillées pour la premicre fois en 1935 chez I’amphibien et le lapin. Elles comprennent
le roulement, I’adhésion ferme, la diapédése et la migration du neutrophile vers le site

d’infection (Clark et al., 1935).

2.2.1.1 Roulement

Suite a Iactivation par le TNF-o et I'IL-1, les cellules endothéliales expriment les
sélectines de type P- et E- (CD62P et CD62E) i leur surface (Mantovani ef al., 1992). Ces

molécules sont des glycoprotéines membranaires qui interagissent, respectivement avec le
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ligand-1 de la glycoprotéine P-sélectine (PSGL-1) et avec I’antigéne cutané associé aux
lymphocytes (CLA) présents a la surface du neutrophile. Ces interactions réversibles et de
faible affinité, ralentissent le neutrophile qui est entrainé par le flux sanguin et lui
permettent de rouler le long de I’endothélium vasculaire (Figure 8 A-1,2) (Moore et al.,

1995, Garrood et al., 2006).

2.2.1.2 Adhésion ferme et diapedeése

Le roulement des neutrophiles est arrété suite a I’expression d’ICAM-1(CD50) par
les cellules endothéliales et de leurs récepteurs LFA-1 (CD11a/CD18) et Mac-1
(CD11b/CD18) par le neutrophile (Mantovani et al., 1992). Contrairement a 1’étape
précédente, les interactions entre ces molécules sont fermes et permettent aux leucocytes
de résister au flux sanguin en adhérant aux cellules (Figure 8 A-3). Le neutrophile
traverse ensuite I’endothélium en passant entre les jonctions cellule/cellule, c’est la
diapédése. Au niveau des jonctions, les cellules expriment les molecules-1 et -3
d’adhesion jonctionnelle (JAM-1 et JAM-3) qui se lient 2 LFA-1 et Mac-1 (Figure 8 A-4)
(Chavakis et al., 2004, Ostermann et al., 2002). Pour migrer vers le site d’infection, le
neutrophile réorganise les éléments de son cytosquelette. La modification de la
localisation de la F-actine et des microtubules, lui permet de projeter vers I’avant un
lamellipode (par lequel il avance) et un uropode vers I’arriére qui se rétracte ( Figure 8 B)

(Eddy et al., 2002).

La migration s’effectue le long d’un gradient de facteurs chimioattractants qui
augmente en direction du site d’infection (Figure 8 A). Ces facteurs sont des molécules
solubles qui proviennent des bactéries (peptides formylés (fMLP), lipopolysaccharide
(LPS)), ou issus de I’h6te lui-méme (protéine CS5a du complément, leucotriene B4

(LTB4), cytokines IL-1 et -8) (Witko-Sarsat et al., 2000).
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Figure 8 : Recrutement du neutrophile au site d'infection et phagocytose du
microbe. A. (1) Emporté par le flux sanguin, le neutrophile circule dans le vaisseau. (2)
Les cellules endothéliales activées expriment les E- et P-sélectines puis interagissent avec
les ligands PSGL-1 et CLA du neutrophile. Ces interactions ralentissent le neutrophile et
lui permettent de rouler le long de I’endothélium vasculaire. (3) Le neutrophile adhére
fermement aux cellules endothéliales grice aux liaisons LFA-1/Mac-1 et ICAM-1. (4) En
modifiant sa morphologie et en mettant en jeu les interactions entre JAM-1/JAM-3 et
LFA-1/MAC-1, le neutrophile passe entre les cellules endothéliales et (5) migre vers le
tissu infecté le long d’un gradient de concentration de facteurs chimiotactiques solubles
relargués par le microbe ou les cellules adjacentes au site d’infection. (6) Une fois recruté,
le neutrophile phagocyte les micro-organismes. B. Le neutrophile traverse 1’endothélium
en modifiant son cytosquelette d’actine et de microtubules, ce qui lui permet de projeter
un lamellipode par lequel il avance et de former un uropode a I’ arriére.
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2.2.2 Elimination des microbes

2.2.2.1 La phagocytose

Une fois recruté au site d’infection, le neutrophile ingére le microbe par
phagocytose. Pour ce faire, il détecte des molécules hautement conservées et présentes a
la surface du micro-organisme, les PAMPs, parmi lesquelles on retrouve le LPS, I’acide
lipotéichoique (LTA), le peptidoglycan, la flagelline, le fMLP de certains peptides, les
glycans riches en mannose et le lipoarabinomannan (LAM). Ces structures sont reconnues
par le neutrophile grice aux récepteurs membranaires, les PRRs (Pattern-Recognition
Receptors) représentés par la protéine CD14, la protéine de reconnaissance du
peptidoglycan (PGRP), et les TLRs (Toll-Like Receptors). Les PRRs peuvent également
étre des récepteurs aux opsonines. En effet, I’opsonisation du microbe par les anticorps ou
par les protéines du complément présents dans le sérum de 1I’héte augmente la
phagocytose. Dans ce cas, les récepteurs aux protéines du complément (CR1, CR3) ainsi
que les récepteurs au fragment Fc des anticorps FcyRI (CD64), FcyRIla (CD32) et
FcyRIIIb (CD16) entrent en jeu (Kobayashi et al., 2005). Une fois phagocyté, le microbe

se retrouve dans le phagosome dans lequel il est détruit.

2.2.2.2 Dégranulation

En réponse a I’attaque d’un microbe, le neutrophile mobilise ses granules et entre
dans un processus de dégranulation. Les premiers granules a étre exocytés sont les
vésicules sécrétoires, suivies des granules gélatinases, spécifiques et enfin des granules
azurophiles (Faurschou et al., 2003, Sengelov et al., 1995, Sengelov et al., 1993). Grice a
ce processus, le neutrophile va pouvoir étre en mesure d’éliminer I’agent pathogéne via

un mécanisme dépendant ou non de I’oxygene (Figure 9).
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2.2.2.2.1 Elimination oxygéne-dépendante du

micro-organisme pathogeéne

La NADPH oxydase est I’enzyme responsable de la réponse oxygeéne-dépendante
du neutrophile. 1l s’agit d’'une enzyme formée par un complexe multiprotéique. A 1’état
inactif elle est dissociée, une partie de ses composants sont localisés dans le cytoplasme
(p477"*, p67"", p40P™*, Rac1/2) tandis qu’une autre est constitutivement membranaire
(flavocytochrome b558, hétérodimére comprenant les protéines gp91P"™ et p22Ph™¥)
(Groemping et al., 2005). Quand I’enzyme est inactive, le flavocytochrome b558 est
principalement localisé au niveau de la membrane des granules spécifiques (Borregaard et
al., 1984). Durant la dégranulation, les granules migrent vers la membrane plasmique ou
phagosomale et fusionnent avec elles pour les enrichir en protéines gp91P" et p22Phox.
Les sous-unités cytoplasmiques de la NADPH oxydase transloquent aux membranes pour
s’associer au complexe gp91P"*/p22P"* Cette translocation est le résultat d’un
changement de conformation des protéines provoqué par la phosphorylation de p47°"*
puis de son association & p67™" (Heyworth er al., 1991, Ago et al., 2003, Allen et al.,
1999, Groemping et al., 2005).

L’association des différents éléments de la NADPH oxydase est primordiale 2
'activité de I’enzyme. En effet, une fois assemblée, I’enzyme va permettre le transfert
d’électrons de la membrane vers une molécule d’oxygéne pour générer des espéces
réactives oxygénées (ROS) tels que le peroxyde d’hydrogene (H,O,) et I’ion superoxyde
(02). Chaque ROS produit a sa propre spécificité quant a son mode d’action et sa propre
durée de vie. Certains agissent directement sur le microbe pour le détruire et d’autres

activent diverses protéases.

L’importance de la NADPH oxydase et de la production des ROS dans
I’élimination d’agents pathogenes par le neutrophile a été démontrée par 1’observation de
patients souffrant de la maladie granulomatose chronique. En effet, les individus affectés
par cette maladie sont trés susceptibles aux infections fongiques et bactériennes. Or, 67%

des personnes atteintes de CGD présentent également un défaut dans la protéine gp91P"™,
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25% sont affectés dans la protéine p47™"™, et 5% ont un défaut soit dans p22™" soit dans

p67™* (Vignais, 2002, Segal et al., 2009).

L’élimination des micobes par la voie dépendante de 1’oxygene peut également
mettre en jeu la MPO. Cette enzyme présente dans les granules azurophiles interagit avec
I’H,0, formé par la NADPH oxydase et augmente le potentiel oxydatif de celui-ci. Le
complexe H,O, - MPO ainsi formé, induit également la formation d’acide
hypochloridrique (HOCI) ainsi que d’autres intermédiaires. Tous ces produits peuvent par

la suite attaquer la membrane des micro-organismes (Faurschou et al., 2003).

2.2.2.2.2 Elimination oxygéne-indépendante du

pathogeéne

Le neutrophile élimine également les micro-organismes pathogénes griace a
Pactivité antimicrobienne de nombreuses protéines contenues dans les granules

azurophiles et spécifiques.

Les alpha-défensines sont de petites protéines (~3,5 kDa) contenues dans les
granules primaires qui agissent a la fois sur les bactéries Gram-négatives et Gram-
positives en formant des multimeres qui forment des pores dans la membrane du microbe

(Wimley et al., 1994).

Les serprocidines (proteinase-3, cathepsin G, élastase) sont des serine protéases a
activité microbicide. Ces protéines lysent les composants de la matrice extracellulaire
telle que I’élastine, la fibronectine, la laminine, le collageéne de type IV et la vitronectine

(Faurschou et al., 2003).
Présente dans les granules spécifiques, la lactoferrine est une protéine dont

P’activité antimicobienne se traduit par son potentiel bactériostatique ainsi que par son

aptitude a détruire les micro-organismes pathogénes. En chélatant le fer libre, la
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lactoferrine prive la bactérie d’un élément indispensable a sa croissance. L’activité
bactéricide de cette protéine, dépend quant a elle de la capacité de la lactoferrine a se lier
directement aux porines, aux acides lipotéichoiques et aux lipopolysaccharides présents &
la surface bactérienne. Cette liaison fragilise la membrane et provoque I’augmentation de
la perméabilité de celle-ci, ce qui mene a la lyse de la bactérie (Chapple et al., 1998,
Pierce et al., 2009).

D’autres protéines telles que le lysozyme, la protéine BPI sont également
relichées durant la dégranulation et sont impliquées dans I’élimination des micro-

organismes pathogenes.
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Adapté de (Kobayashi et al., 2005)

Figure 9 : Les différentes voies d’élimination des micro-organismes par le
neutrophile. Le neutrophile phagocyte le microbe non-opsonisé via I‘interaction
PAMP/PRR ainsi que le microbe opsonisé grace aux récepteurs opsonines-dépendants
FcR et CR qui reconnaissent spécifiquement le fragment Fc des anticorps et les protéines
du complément présents dans le sérum de I’hdte. Le microbe se retrouve ensuite dans le
phagosome dans lequel il est dégradé par les protéines granulaires, les ions superoxydes
O produits par la NADPH oxydase et ses dérivés dont le HOCI formé par la MPO. Le
neutrophile peut également détruire le microbe sans le phagocyter via I’induction des

NETs.
NETs, «Neutrophil Extracellular Traps » ; PRR, « Pattern-Recognition Receptors » ;
PAMP, Motif moléculaire associé au pathogéne ; FcR, Récepteur du fragment Fc des

anticorps ; CR, Récepteurs des protéines du complément ; MPO, Myélopéroxydase ;
H,0,, Peroxyde d’hydrogene ; HOCI, Acide hypochloreux.
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2.2.2.3 Les NETs

La contribution du neutrophile dans la réponse immunitaire est souvent associé a
sa capacité a phagocyter les microbes. En 2004, un mécanisme d’élimination
extracellulaire de micro-organismes pathogeénes, connu sous le terme de « Neutrophils
Extracellular Traps » (NETs) a été découvert (Brinkmann et al., 2004). Comme le nom
I’indique, les NETs sont des structures extracellulaires issues des neutrophiles qui servent
a piéger les microbes. Leur formation a largement été conservée au cours de 1’évolution
puisqu’on les retrouve chez I’Homme, le lapin (Brinkmann et al., 2004), le cheval
(Alghamdi et al., 2005), la vache (Grinberg et al., 2008), le poisson (Palic et al., 20074,
Palic et al., 2007b), le chat (Wardini et al., 2009) ainsi que chez la souris (Ermet et al.,
2009). La diversité des stimuli responsables de leur formation ainsi que le fait qu’ils aient
été conservés au cours de I’évolution témoignent fortement de leur importance dans la

réponse immunitaire innée.

2.2.2.3.1 Structure

C’est a la fois grice aux analyses effectuées par microscopie confocale ainsi que
par des études de protéomique que la structure et la composition des NETs ont pu étre
déterminés (Brinkmann et al., 2004, Urban et al., 2009). Il s’agit de structures tres
filamenteuses de 15-17 nm de diametre composées d’ADN et de nombreuses protéines
issues des trois types de granules du neutrophile ainsi que du cytoplasme. Contrairement &
Iutilisation de protéases, un traitement aux déoxyribonucléases (DNases) suffit 2 les
détruire, ce qui démontre que I’ADN en est I’élément de base. Parmi les protéines
majoritairement présentes, on y retrouve les histones, 1’élastase, la lactotransférine ainsi

que la myélopéroxidase (Table 1) (Urban et al., 2009).
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Cellular localization Protein name Gene name Swissprot/TREMBL
Gronubes Loukocyto clostase ax " rosns
tactotransfenin 33 Pa2788
Azurocidin AZU1 P20160
Cathepsin G 756 POBIY
Myeloperoxidaie MPO PO5164
Leukoeyte proteinase 3 PR3 P24158
Lysozyme C Ltz Pé1626
Newtrophid defensin ¥ and 3 DEFA-1 and -3 P59665, P5S9656
Nucleus Histone H2A H2A QINVE3+
Histone H2B: al Histona H28 H28 QI6778+
b) Hiitore HZB e H28 Q3KP43, QSGMAS
Histone H3 H3 Q71013+
Hiitone H4 e P6IB05+
Mycloid cell nucleas differentiation antigen MNDA Pat2i8
Cytoplasm S100 caldum-binding proteln A8 $10048 PO5109
S100 caldum binding frotein A2 510049 PO6702
$100 caldum-binding protein A12 S100412 P80S1)
Cytoskeloton Actin (|} and/or 1) ACTB, ACTG) P60709, P63261
Myotin-9 MYH-9 P35579
Alphaqsctinin () and/or -4 ACTNI, ACTN4 P12814, 043707
Plastin2 wry P13296
CytoAcratin- 10 KRY 10 P1364s
Paroxisompt Catahase CAT PO4040
Glycolytic enxymes Alpha-enclase ENOIT PO6733+
Tramketolase ™r P29401
Proteins that locadize to NETs. Proteins are organized by thew localization in unstimulsted neutraphils, Those identified to be NET-associated for the first Ume in this
report are shown In blue. Swissprot/TREMBL bers marked with a “+” denote possibie forms of the prozein that cannot be discriminated by this analysis
We identified two distanced groups of histene H28, The larper group of individual histone H2B types we refer 10 a3 H2B and the other type that [s bess well characterized!
we refer 10 as "H2B-like”. All possible accession numbers <an be found in the NET Datsbase thttp/Aweb.mpib-bernanpg de/cgi-din/pds/iindex.cgil
.i" 10 I]7Ifhumai\wl 1000632000

Protein name Moleculor weight {KDa) urnoles (per g NET-DNA) % Molar amount mg peotein (per 9 NET-DNA)
Histone H2A 161 23.60=107 2629 319321713
Histone H2B 153 2150077 2395 29892107
Histone H3 139 13.02=139 1450 199.2=21,)
Neutrophil clastase 54 524-085 584 1330=215
Histone H4 114 396039 443 45245
5100A8 108 359048 400 38852
Lactovronsfersin 760 246+028 274 18662216
Azurocidn 2348 235:044 262 $59+ 106
Cathepsin G 265 222400 247 $9.2=2.7
$100A9 112 1272-0%2 141 16216
Myeloperoxidase 784 091007 10% 713=53
Pioteinase 3 40 064-013 [ 15.9:3.2
Actin Ha 015:002 017 6309
Lysazyme C 145 012:0036 o 1.8:05
Catalase $98 0020001 002 1252007

(Urban et al., 2009)

Table 1 : Eléments constitutifs des Neutrophils Extracellular Traps. A) Liste et

origine des protéines présentes sur les NETs. B) Quantification des protéines présentes

sur les NETSs.
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Chapitre 2 : Le neutrophile
2.2.2.3.2 Formation

Les mécanismes par lesquels le neutrophile forme les NETs ne sont actuellement
pas bien connus. Les études montrent qu’ils sont produits par le neutrophile activé soit
par des molécules biologiques solubles (PMA, IL-8, LPS), soit par des micro-organismes
(bactéries, parasites, champignons) (Table 2). Grace a la technologie du «live cell
imaging » et & la microscopie électronique, il a été montré qu’en réponse 2 un stimulus, le
neutrophile émet des protubérances et s’aplatit (Figure 10). Ensuite le noyau perd ses
lobules, la chromatine se décondense menant alors 2 I’homogénisation de 1’euchromatine
et de I'hétérochromatine. Les membranes nucléaire et granulaire se désintégrent, ce qui
permet la diffusion de I’ADN dans le cytoplasme ainsi que I’interaction directe entre
chromatine et protéines granulaires. Enfin, la membrane cellulaire se rompt, s’ensuit alors
le relargage des NETs hors de la cellule (Figure 11A). L’utilisation judicieuse de
marqueurs de viabilité cellulaire montre que la genése des NETs est un processus actif
distinct de 1’apoptose et de la nécrose qui requiert que le neutrophile demeure vivant
jusqu’au moment du relargage (Figure 11) (Fuchs et al., 2007). Le terme de « NETose » a
été attribué pour la formation de NETs par le neutrophile et est de plus en plus utilisé

dans la littérature (Steinberg et al., 2007).

Du fait d’'un manque de modele animal, les éléments impliqués dans ce processus
ne sont pas bien connus. Néanmoins, les études suggerent que les ROS sont requis. En
effet, I'utilisation d’inhibiteurs des ROS (DPI et catalase) ainsi que 1'usage de H,O,
respectivement diminuent et induisent la formation de NETs sous 1’action du PMA ou de
S. aureus (Fuchs et al., 2007). L’importance des ROS a également été confirmée par
I"utilisation de neutrophiles altérés dans le fonctionnement de la NADPH oxydase issus
de patients atteints de CGD et de souris gp91™"*" (Ermert et al., 2009). Toutefois, la

cascade de signalisation des ROS menant a la formation des NETs n’a pas été élucidée.

Les microfilaments d’actine sont également importants dans la formation du

réseau de NETs. L’utilisation d’inhibiteurs de la polymérisation des filaments d’actine

-38-



Chapitre 2 : Le neuwtraphile

(nocodazole et cytochalasine D), diminue la capacité des neutrophiles & former ces

structures en réponse au LPS (Neeli et al., 2009).

Les NETs sont essentiellement constitués d’ADN et d’histones, c’est-a-dire de
chromatine. Pour obtenir la structure fibreuse qui leur est caractéristique, la chromatine
doit se dérouler et les interactions histones/ADN doivent étre rompues. Deux équipes ont
démontré I’implication de la déaminase peptidylarginine dans ce phénoméne (Wang et
al., 2009, Neeli et al., 2008). La désamination des L-arginines (chargées positivement) en
L-citrullines (chargées négativement) des histones, entraine une interaction ADN/histones
plus faible, ce qui permet le reldichement de la chromatine et de ce fait la formation des

NETs.

Les récepteurs présents a la surface du neutrophile impliqués dans ce phénomeéne
n’ont également pas été identifiés. Néanmoins, le fait que la stimulation par des micro-
organismes soit plus rapide et génére plus de filaments qu’une stimulation par les agents
solubles suggere fortement 1’implication de plusieurs récepteurs 2 la fois au niveau du
neutrophile et du microbe (Brinkmann et al., 2004, Fuchs et al., 2007). En effet, trois
quatre heures sont nécessaires pour induire la formation de NETs par une stimulation au
PMA. En revanche, seulement cinq & trente minutes de coincubation avec S. pneumoniae

ou C. albicans suffisent.
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Molécule soluble  Hy0; (Fuchs et al., 2007)
IFN-g + C5a (Martinelli et al., 2004)
IL-8 (Brinkmann et al., 2004)
LPS (Brinkmann et al., 2004)
PMA (Brinkmann et al., 2004)
Bactérie
Gram positive Listeria monocytogenes (Ramos-Kichik et al., 2009)
Staphylococcus aureus (Brinkmann et al., 2004)
Streptococcus pneumoniae (Beiter etal., 2006 ; Wartha et al., 2007)
Streptococcus pyogenes (Lauth et al., 2009)
Gram négative Escherichia coli (Grinberg et al., 2008)
Salmonella typhimurium (Brinkmann et al., 2004)
Shigella flexneri (Brinkmann et al., 2004)
Mycobactéries Mycobacterium canettii (Ramos-Kichik et al., 2009)
Mycobacterium tuberculosis (Ramos-Kichik et al., 2009)
|Champignon Candida albicans (Urban et al., 2006 ; Urban et al., 2009)
|Parasite Leishmania amazoniensis (Guimaraes-Costa et al., 2009) |

Adapté de (von Kockritz-Blickwede et al., 2009)

Table 2 : Facteurs induisant la formation des NETs.
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(Brinkmann et al., 2004)

Figure 10 : Observation par microscopie électronique 2 transmission de neutrophiles
naifs ou stimulés pour I’émission de NETs. (A, C) Les neutrophiles naifs ont une forme
tres arrondie et possédent un noyau polylobé. (B, D) Les neutrophiles respectivement
stimulés au PMA ou a I'IL-8 s’aplatissent, perdent leurs lobes nucléaire, forment de
nombreuses protubérances ainsi que des structures trés fibreuses qui correspondent aux
NETs. (E, F) Les NETs sont des fibres de 15 & 17 nm de diameétre (tétes de fleches) sur
lesquelles sont présents de nombreux complexes globulaires de 25 nm de diameétre

constitués par des protéines du neutrophile (fleches entiéres).
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Nécrose |Apoptose| NETose
Temps long (heures) v v X
rapide (minutes) x x v
ADN fragmentation x v x
condensation v v X
Fusion des lobules v x v
Mélange matériel nucléaire
et cytoplasmique x x
Activation caspases x v x
Organelles intactes v v x
Membrane cellulaire intacte x v %
Déversement du contenu cellulaire X x v

A) Adapté de (http://lecerveau.megill.ca/flash/capsules/outilbleu 1 7.html) et de
(Brinkmann et al., 2007)

Flgure 11 : NETose : nouveau type de mort cellulaire distinct de ’apoptose et de la
nécrose. A) Schéma explicatif des différentes étapes menant 2 la formation des NETs

comparé aux étapes menant 2 la nécrose et a I’apoptose. B) Comparaison des
modifications physiologiques entre nécrose/apoptose/NETose.
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2.2.2.3.3 Implication des NETs dans |’élimination

de micro-organismes pathogénes

La formation de NETs par les neutrophiles est fortement associée 2 une réponse
immunitaire de I’héte. Ils sont abondamment présents au niveau du site d’infection.
C. albicans, L. amazonensis ainsi que plusieurs bactéries sont piégés par ces fibres
(Figure 12). Bien qu’il soit possible que les microbes y soient capturés grice au caractére
trés visqueux de ’ADN, les auteurs suggeérent plutdt qu’il y a de fortes interactions
électrostatiques entre les micro-organismes et les filaments. En effet, I’ ADN est fortement
négativement chargé, certaines protéines présentes sur les NETs sont positivement ou

négativement chargées et les éléments de surface des microbes peuvent également 1’étre.

En piégeant les microbes, les NETs contribuent a leur élimination de maniére
extracellulaire. Certaines protéines qui y sont présentes sont des protéases connues pour
leur activité microbicide (élastase, histones, cathepsine G, BPI, calprotectine).

Les histones constituent le pool le plus important de protéines constitutives des NETS.
Leur capacité a détruire des bactéries a été publiée pour la premiére fois en 1958 par le
Dr. Hirsch (Hirsch, 1958). Durant ses travaux, ce dernier démontra que les histones tuent
certaines bactéries (Escherichia, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Klebsiella, et
Micrococcus). Les mécanismes par lesquels ils agissent n’ont pas été déterminés.
Contenue dans les granules azurophiles du neutrophile, I’élastase est la seconde protéine
abondamment présente sur les NETs. Il s’agit d’une sérine protéase appartenant a la
famille des serprocidines dont I’activité microbicide a été décelée notamment grice a la
génération de souris déficientes en élastase. En effet, ces souris sont devenues trés
susceptibles a I'infection par K. pneumoniae et E. coli. Les études ont montrées que
I’élastase protege I’hdte en dégradant la protéine A de la membrane externe (OmpA) d’E.
coli, les facteurs de virulence Ipa A-B-C de S. flexneri, Sip A-B-C de S. typhimurium et
Yop B-D-E de Y. enterocolitica (Pham, 2006, Belaaouaj et al., 1998, Weinrauch et al.,
2002).

La calprotectine est un complexe formé par les protéines SI00A8 et S100A9. Egalement

connu sous le terme de MRP8/14, ce complexe est présent dans le cytosol du neutrophile.
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La calprotectine agit sur C. albicans en inhibant sa croissance via la chélation du zinc
présent dans le milieu d’incubation (Loomans et al., 1998, Clohessy et al., 1995, Murthy
et al., 1993).

L’hypothése est donc que les NETs élimineraient les micro-organismes
pathogenes en les exposant a de fortes concentrations locales de ces protéines. En effet,
les histones, 1’élastase ainsi que la calprotectine présentes sur les filaments sont fortement
impliquées dans I’élimination de L. amazoniensis, S. flexneri, S. aureus, et C. albicans
(Guimaraes-Costa et al., 2009, Brinkmann et al., 2004). Le fait que les NETs détruisent
les microbes de maniére localisée et sans phagocytose, constitue une excellente stratégie

de défense pour 'organisme hote car il s’agit d’'un mécanisme rapide et direct.

Tous les microbes qui y sont capturés ne seront pas détruits. Certains ont
développé des stratégies de défense qui leur permettent de survivre soit en échappant au
réseau filamenteux, soit en évitant la destruction. Pour y parvenir, certaines bactéries
produisent des DNases qui dégradent les NETs (Streptococcus du groupe A) (Sumby et
al., 2005, Buchanan er al., 2006, Beiter ef al., 2006, Walker et al., 2007) et d’autres s’en
protegent grice a leur capsule de polysaccharide S. pneumoniae (Wartha et al., 2007a). 1l
a également été montré que les bactéries M. tuberculosis et M. canettii induisent et sont
capturés par les NETs s’en étre dégradées. En revanche, le mécanisme par lequel ces

bactéries y parviennent n’a pas été déterminé (Ramos-Kichik et al., 2009).

Les NETs serviraient également a limiter la dissémination bactérienne. L’équipe
du Dr. Nizet a montré que les bactéries Streprococcus capables de digérer les NETSs se
disséminent cent fois plus que celles qui n’en sont pas capable (Buchanan et al., 2006).
Cette observation a été confirmée par une autre étude effectuée avec S. pneumoniae

(Beiter et al., 2006).
La formation des NETs a également été observée in vivo dans plusieurs

pathologies, ce qui témoigne de sa pertinence dans la réponse immunitaire innée de

I’hote. Ces structures sont présentes chez le lapin atteint de shigellose, le chat
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naturellement infecté par le virus leucémogene félin (FeLV), la souris souffrant de
pneumonie bactérienne (causée par S. pneumoniae) ou de fasciite nécrosante (causée par
les streptocoques du groupe A) (Wardini et al., 2009, Wartha et al., 2007a, Beiter et al.,
2006, Buchanan et al., 2006, Brinkmann et al., 2004).

Enfin, les NETs ne sont pas toujours associés aux maladies infectieuses puisqu’ils
ont ét€ mis en évidence lors de deux études traitant de la pré-éclampsie humaine dans
lesquelles les auteurs suggerent qu’ils réduiraient le transport de globules rouges vers le
placenta, ce qui ménerait & I’hypoxie du feetus (Gupta et al., 2007, Gupta er al., 2006,
Gupta et al., 2005). On les retrouve également lors de I’appendicite spontanée humaine,
dans des exsudats purulents issus de patients atteints de parodontite chronique et enfin
dans le tractus génital de juments inséminées (Vitkov et al., 2009, Brinkmann et al.,
2004).
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Figure 12 : Capture de micro-organismes pathogénes par les NETs. Images de
microscopie €lectronique montrant S. aureus (A), C. albicans (B) capturés dans le réseau
de NETs. (C, D) Images de microscopie électronique colorées montrant la bactérie
S. flexneri (rouge) piégée dans le réseau de filaments. (E) Détail de NETs capturant

S. flexneri. 1) domaine globulaire, (2) filament, (3) réseau de NETs
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2.2.2.4 Meécanismes d’évasion de certains microbes a

I’élimination par le neutrophile

Malgré I’important arsenal microbicide du neutrophile, certains micro-organismes
parviennent a échapper a leur destruction en développant diverses stratégies (Urban et al.,
2006a) (Table 3). En effet, certains microbes (ex. S. pyogenes) y parviennent en
augmentant la synthese de protéines qui leur conférent une résistance contre 1’action des
ROS. D’autres évitent d’interagir directement avec le neutrophile, soit en se cachant dans
d’autres cellules (ex. cellules épithéliales), soit en empéchant le recrutement des
neutrophiles au site d’infection. D’autres micro-organismes tel que S. aureus interferent
avec la maturation phagosomale du neutrophile, évitent d’étre phagocytés via I’ utilisation
de leur propre capsule qu’ils emploient comme barrieére physique pour empécher leur
opsonisation, ou demeurent dans le cytosol. S. typhi lyse le neutrophile via la sécrétion de
toxines. Enfin, S. pyogenes, S. pneumoniae, M. tuberculosis et M. canettii élaborent des

mécanismes qui leur permettent de résister a I’effet des NETSs.
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Brucella abortus

Chlamydia ssp. (C. pneumoniae, C. trachomatis)
Ehrlichia ssp. (Anaplasma phagocytophilum)
Escherichia coli

Francisella tularensis

Haemophilus ssp. (H. somnus, H. influenzae)
Klebsiella pneumoniae

Legionella pneumophila

Neisseria gonorrhoeae

Pseudomonas aeruginosa

Rickettsia tsutsugamushi

Salmonella ssp. (S. typhi, S. typhimurium)
Yersinia ssp. (Y. peslis, Y. enterolytica)
Bactérie Gram-positive

Bacillus anthracis

Clostridium perfringens

Enterococcus (E. faecalis, E. faecium)
Staphylococcus (S. aureus, S. epidermidis)
Streptococcus (S. pyogenes, S. pneumoniae)
Mycobactérie

Mycobacterium ssp. (M. tuberculosis, M. canettii)
Mycobacterium ssp. (M. leprae, M. tuberculosis)
Champignon

Burkholderia ssp. (B. pseudomallei, B. cenocepacia)

DOoOOOOOTDTOO D

OOOP>

aOm

Organisme Référence
Bactérie Gram-négative
Actinobacillus actinomycetemcomitans Permpanich et al. (2006)
Bordetella pertussis Steed et al. (1991)

Elzer et al. (1996)

Bylund et al. (2006)
Register et al. (1986)
Rikihisa (2006)

Bums and Hull (1999)
Lofgren et al. (1983)
Czuprynski et Hamilton(1985)
Domenico et al. (1994)
Horwitz et Silverstein (1981)
Simons et al. (2005)

Bayer et al. (1991)

Rikihisa and ito (1979)

Chiu and Ou (1999)

Viboud and Bliska (2005)

During et al. (2005)
Stevens et al. (1987)
Rakita et al. (1999)
Foster (2005)
Voyich et al. (2004)

Ramos-Kichik et al. (2009)
Holzer et al. (1986)

Blastomyces dermatitidis AC Schaffner et al. (1986)
Cryptococcus neoformans AB Diamond et Erickson (1982)
Histoplasma capsulatum Cc Kurita et al. (1991)
Paracoccidioides brasiliensis C Schaffner et al. (1986)
Sporothrix schnekii Cc Schaffner et al. (1986)
Trichosporon beigelii B,C Lyman et al. (1994)

Traduit de (Urban et al., 2006a)

Table 3 : Liste des micro-organismes pathogénes capables d’échapper a Pactivité

microbicide du neutrophile et mode d’action. GR, surexprime des génes codant des

protéines impliquées dans la résistance contre les ROS ; A, limite le contact avec le

neutrophile ; B, évite d’étre phagocyté par le neutrophile ; C, survie dans le neutrophile ;

D, lyse le neutrophile ; E, échappe a I’activité microbicide des NETs.
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3 Réponse du neutrophile face a Leishmania

Comment réagit le neutrophile dans le cas d’une infection par les promastigotes de
Leishmania ? Lutte-t’il contre le parasite ou contribue-t’il 2 la persistance de ce dernier au
sein I’organisme héte 7 C’est la question que se sont posés John et Hunter via cette phrase
trés imagée : « le neutrophile agit-il en tant que soldat ou en tant que Cheval de Troie ? »
(John et al., 2008). Les deux hypothéses ont été validées par diverses études, ce qui en
fait un sujet a controverse. Certaines études rapportent que le neutrophile contribue 2
I’élimination des promastigotes, tandis que d’autres le présentent comme un élément

essentiel a I’établissement de I’infection.

Une des méthodes utilisée pour I’étude du rdle du neutrophile dans la
leishmaniose est leur déplétion partielle in vivo chez la souris. Cette déplétion est obtenue
par I'utilisation de I’anticorps RB6-8C5 dont la spécificité est discutée dans les articles de
Daley et Ritter (Ritter et al., 2009, Daley et al., 2008). En effet, il semblerait que les
cellules ciblées par cet anticorps ne soient pas essentiellement des neutrophiles mais
également d’autres populations leucocytaires dont les éosinophiles, ce qui rend

'interprétation des résultats obtenus difficile.

L’hétérogénéité des modeles murins utilisés est une autre explication & cette
controverse. En effet, selon I'origine des neutrophiles (issus de souris Balb/c ou
C57BL/6), la réponse differe (Charmoy et al., 2007). Enfin, I’espéce de Leishmania
utilisée, le mode d’inoculation employé, le fait que I’étude soit réalisée in vivo ou in vitro

influent également sur la réponse obtenue.
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3.1 Recrutement des neutrophiles au site d’infection

Que ce soit dans le but de favoriser la maladie ou de 1’éviter, le neutrophile est
rapidement recruté au site d’inoculation de Leishmania. Suite A Pinfection par
L. mexicana, L. donovani et L. chagasi, 60% des cellules immunitaires infiltrées dans le
derme dés les premieres heures sont des neutrophiles (Muller et al., 2001, Tacchini-
Cottier et al., 2000, Lima et al., 1998, Laurenti et al., 1996, Wilson et al., 1987, Andrade
et al., 1984). Ce recrutement massif a pu étre observé grice a I’exploitation de la
microscopie par absorption biphotonique qui permet d’obtenir des images in vivo en

profondeur dans les tissus (Peters et al., 2008).

Concernant les effecteurs de cette accumulation leucocytaire au site d’infection,
les travaux montrent que le parasite lui-méme en serait responsable en induisant la
sécrétion d’interleukine-8 (IL-8) par le neutrophile (van Zandbergen et al., 2002, Laufs et

al., 2002), cytokine reconnue pour ses propriétés chemoattractives envers ce dernier.

Le second facteur découvert est le « Leishmania Chemotactic Factor » (LCF) (van
Zandbergen et al., 2002, Sorensen et al., 1989). Ce facteur n’a pas encore été caractérisé,
mais le fait que I’utilisation de surnageants issus de culture de promastigotes de L. major,
L. aethiopica ainsi que de L. donovani suffise a concentrer les neutrophiles suggére qu’il
s’agit d’un facteur soluble commun aux différentes espéces du parasite. Cependant, il est
intéressant de noter que la récente étude menée par I’équipe de Peters (Peters et al., 2008)
montre que le recrutement des neutrophiles au site d’inoculation, n’est pas nécessairement
dd a la présence de Leishmania mais est plut6t une réponse a la morsure du phlébotome.
Il est vrai que certains travaux montrent que la salive du phlébotome agit sur le
recrutement des cellules. La salive de Lutzomyia longipalpis contient un peptide, le
maxadilan (Lerner et al., 2007), lequel en plus d’inhiber le recrutement des neutrophiles
au site d’infection posséde une activité immunomodulatrice (Monteiro et al., 2005). En
inhibant le relargage de TNFa et en augmentant la production d’interleukine 6 (IL-6), le
maxadilan permet I’exacerbation de I’infection par Leishmania (Soares et al., 1998,

Morris et al., 2001). Mais encore une fois, le role de ce peptide serait directement associé
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a ’origine des souris utilisées. En effet, la combinaison de salive de Lutzomyia et de
L. chagasi augmente le recrutement des neutrophiles chez les souris Balb/c mais pas chez

les souris C57BL/6 (Teixeira et al., 2005).

3.2 Phagocytose de Leishmania par le neutrophile

Une fois recrutés au site d’infection, les neutrophiles phagocytent rapidement le
promastigote, généralement en commengant par son flagelle (Pearson et al., 1983). La
phagocytose est également augmentée par I’IL-8 produite par le neutrophile lui-méme.
Les récepteurs CR3 du complément, les protéines de la matrice extracellulaire et la
fibronectine sont également des éléments impliqués dans I’attachement ainsi que dans

I’internalisation de Leishmania (Ritter et al., 2009).

3.3 Les neutrophiles contribuent a I’élimination de Leishmania

Vu I’'important arsenal microbicide contenu dans les neutrophiles il est 1égitime de
penser que ces cellules contribuent a I’élimination du parasite ou du moins au
ralentissement de sa dissémination dans I’organisme héte. Le fait que la déplétion
partielle des neutrophiles avant infection chez les souris Balb/c et C57BL/6
s’accompagne de 1’exacerbation des lésions cutanées ainsi que de I’aggravation de la
maladie suggere que le neutrophile contribue largement au contrdle de I’infection
(Tacchini-Cottier et al., 2000, Lima et al., 1998, Chen et al., 2005, McFarlane et al.,
2008). De plus, le retrait des neutrophiles est également associé a une forte présence de

promastigotes libres dans I’espace extracellulaire du derme (Lima et al., 1998).
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3.3.1 Régulateur de I’'immunité

L’une des voies par lesquelles le neutrophile parvient a contrdler Leishmania est
par I'orientation de la réponse immunitaire vers une réponse pro-inflammatoire de type

Thl.

Suite a Pinfection par L. major, les neutrophiles issus des souris résistantes
C3J/He) expriment I’ ARN messager de la sous-unité p40 de I’interleukine12 (IL-12p40),
de I’interféron-y (IFN-y) ainsi que du TNF-a,, cytokines effectrices de la réponse Th1. Les
souris Balb/c quant a elles susceptibles & L. major présentent une réponse anti-
inflammatoires de type Th2 (Chen er al., 2005, McFarlane et al., 2008). C’est donc en
orientant le type de réponse immune produite par ’héte que le neutrophile contribue a
I’élimination du parasite. Ces observations sont appuyées par le fait que le retrait partiel
des neutrophiles chez les souris Balb/c conduit 2 I’exacerbation des lésions cutanées, a

I"augmentation de la charge parasitaire ainsi qu’a un affaiblissement de la réponse de type

Th1 (Chen et al., 2005, McFarlane et al., 2008).

3.3.2 Coopération avec les autres cellules immunitaires

La coopération macrophage/neutrophile est une autre stratégie utilisée par le
neutrophile pour éliminer Leishmania de I’organisme. L’élastase issue du neutrophile
ainsi que la myéloperoxidase sont des éléments capables d’activer le macrophage de

maniere a ce que ce dernier éliminent L. major (Ribeiro-Gomes et al., 2007).

3.3.3 Production des ROS

L’activation de la NADPH oxydase est un des éléments qui contribue 2
I’élimination des microbes par le neutrophile. Dans le cas d’une infection par Leishmania,
la formation des ROS s’accompagne de I’élimination du parasite (Lima et al., 1998,

Pearson et al., 1981, Chen et al., 2005, Chang, 1981, Beil et al., 1992).
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3.4 Contribution des neutrophiles dans I’établissement de

Pinfection par Leishmania

Le second réle attribué au neutrophile dans la leishmaniose, est celui d’une cellule
qui contribue a I’établissement de I’infection et a la survie du parasite dans I’organisme
hote. Cette notion est basée sur les observations selon lesquelles suite a I’infection par
Leishmania, une plus grande proportion de neutrophiles sont recrutés chez les souris
Balb/c (susceptibles a L. major) que chez les souris résistantes C57BL/6. Il a également
été observé que durant les deux jours suivant I'infection, la quasi-totalité des cellules
infiltrées ont phagocytés des promastigotes. De plus, le pourcentage de cellules contenant
des parasites vivants chez les Balb/c est deux fois plus élevé que chez les souris C57BL/6
(Beil et al., 1992). Enfin, dans les dix huit heures suivant ’infection, la majorité des
cellules contenant le parasite sont des neutrophiles. Il s’avére que ces parasites ont gardés
leur capacité infectieuse (Gueirard et al., 2008, Peters er al., 2008). Il a également été
montré que le retrait partiel des neutrophiles chez la souris C57BL/6 s’accompagne d’une
diminution du nombre de parasites viables, une atténuation de la maladie, ainsi que d’une
augmentation de I’expression de molécules pro-inflammatoires telles que I’interleukine-

lo (IL-1av), I’interleukine-1p (IL-1B) (Peters et al., 2008).

L’hypothése selon laquelle le neutrophile servirait de véhicule au parasite et
permettrait I’entrée de ce dernier de maniere silencieuse dans le macrophage repose sur le
modele du Cheval de Troie. Selon ce modele, le neutrophile constitue pour Leishmania
un abri temporaire dans lequel il se cache de toute attaque et en sort renforcé pour mieux
envahir le macrophage. Deux scenarios sont possibles pour expliquer ce modele (Figure
13):

-- Leishmania est rapidement phagocyté par le neutrophile et utilise ce
dernier comme site d’adaptation. Une fois dans la cellule, le promastigote
s’adapte & I’environnement hostile du phagolysosome, puis est libéré du
neutrophile entré en apoptose. Une fois libre, Leishmania est phagocyté

par le macrophage et y survit, puisque adapté a son environnement. (Peters
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et al., 2009, Peters et al., 2008, John et al., 2008). Cette stratégie porte

également le terme de « trojan rabbit ».

-- Leishmania se sert du neutrophile comme d’un site refuge temporaire
dans lequel il attend a I’abri les macrophages. Comme précédemment, le
parasite survit dans le neutrophile et s’y adapte mais cette fois n’est pas
relargué. Une fois recruté au site d’infection, le macrophage ingére le
neutrophile infecté et apoptotique (Peters er al., 2008). Dans leur article de
revue, ’équipe de Laskay suggere que Leishmania utilise cette voie
d’internalisation par le macrophage dans le but d’y rentrer de maniére
silencieuse (Laskay et al., 2008). En effet, caché par le neutrophile, le
parasite n’interagit pas directement avec les récepteurs de surface du
macrophage et de ce fait n’est pas reconnu. De plus, la phagocytose par le
macrophage de neutrophiles apoptotiques n’entraine pas de réponse
inflammatoire (Meagher et al., 1992, Fadok er al., 1998a, Fadok et al.,
1998b), I’ingestion de neutrophiles apoptotiques s’accompagne d’une
inhibition de la production de facteurs pro-inflammatoires (IL-1pB, IL-8,
TNF-a), et d’une augmentation de TGF-B1 (facteur anti-inflammatoire).
Dans les deux cas, une fois internalisé par le neutrophile, le promastigote ne se différencie
pas en amastigote et ne se multiplie pas (van Zandbergen et al., 2004, Aga et al., 2002,
Laufs et al., 2002).

Il est intéressant de noter que quelque soit le scénario choisi par Leishmania, le
neutrophile survit au-dela de sa durée de vie habituelle (Aga et al., 2002, Laufs et al.,
2002). Une fois infectée, la cellule survit jusqu’a trois jours, période qui coincide avec le
pic de recrutement des macrophages au site d’infection. D’ailleurs, il semblerait que ce
soit Leishmania qui initie ce recrutement en induisant le relargage de MIP1-B (CCLA4) a
partir du neutrophile entré en apoptose, MIP1-B étant une cytokine chimioattractante pour
les macrophages (Muller et al., 2001, van Zandbergen et al., 2004). En revanche, les
mécanismes par lesquels Leishmania régule I’entrée en apoptose des neutrophiles ne sont

pas encore élucidés.
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Peu d’éléments sont connus sur les mécanismes par lesquels Leishmania parvient
a se protéger des attaques du neutrophile. Néanmoins, il a été montré que les
promastigotes de L. donovani évitent leur destruction en se dirigeant préférentiellement
vers des phagosomes de petite taille incapables de fusionner avec les lysosomes et de ce
fait non-lytiques. Le LPG abondamment présent a la surface du promastigote empécherait
le phagosome de fusionner avec les organelles lysosomales (Gueirard et al., 2008).
D’autres équipes ont montré que L. major parvient a survivre dans le neutrophile en

inhibant le stress oxydatif (Laufs et al., 2002, al Tuwaijri et al., 1990).
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NEUTROPHIL

Neutrophil
cell death

Parasite released

(John et al., 2008)

Figure 13 : Modéle du cheval de Troie dans Pinfection par L. major. Suite 2 la
piqiire du phlébotome, les neutrophiles sont rapidement recrutés au site d’infection. Deux
scenarios possibles : (Gauche), L. major est phagocyté par le neutrophile et retarde
Ientrée en apoptose de ce dernier jusqu’a I’arrivée des macrophages. Le neutrophile
infecté est par la suite internalisée par le macrophage. La phagocytose de cellules en
apoptose n’entrainant pas de réponse inflammatoire, Leishmania occupera sa cellule hote
principale de maniére silencieuse. (Droite, également nommée stratégie du « trojan
rabbit »), L. major utilise le neutrophile comme site d’adaptation transitoire dans lequel il
acquiert des propriétés qui lui permettront de survivre dans le macrophage.
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Iactivité antimicrobienne des « neutrophil extracellular traps »)
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Résumé de la publication

Christelle Gabriel, W. Robert McMaster, Denis Girard, and Albert Descoteaux.
Leishmania donovani promastigotes evade the antimicrobial activity of neutrophil

extracellular traps. Article accepté. The Journal of Immunology, 2010, 185 : 000-000.

BN

Suite a leur recrutement au site d’infection et 2 leur activation
subséquente, les neutrophiles relarguent leur ADN ainsi que le contenu de leurs granules
pour former des structures filamenteuses connues sous le terme de « neutrophil
extracellular traps » et dont la fonction est de capturer puis éliminer les microorganismes.
Nous avons montré dans cette étude que les promastigotes de Leishmania induisent 2
partir des neutrophiles humains, un relargage rapide de « neutrophil extracellular traps »
et qu’ils sont capturés par ces structures. L’utilisation de mutants de Leishmania
défectueux dans la biosynthése du lipophosphoglycan ou dans celle de la protéine GP63
révele que ces deux déterminants majeurs de la virulence ne sont pas responsables de
I'induction du relargage des « neutrophil extracellular traps ». Nous avons également
démontré que cette induction est indépendante aux espéces réactives de 1’oxygene
produites par les neutrophiles. Enfin, contrairement aux promastigotes sauvages de L.
donovani, les promastigotes défectueux dans la biosynthése du lipophosphoglycan sont
fortement sensibles a I’activité antimicrobienne des « neutrophil extracellular traps ».
L’ensemble de ces réultats suggere que les « neutrophil extracellular traps » pourraient
contribuer au confinement des promastigotes de L. donovani au site d’inoculation, dans le

but de faciliter leur capture par les phagocytes mononuclés.
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Abstract

Upon their recruitment to a site of infection and their subsequent
activation, neutrophils release DNA and a subset of their granule content to form
filamentous structures, known as neutrophil extracellular traps, which capture and kill
microorganisms. In this study, we show that Leishmania promastigotes induced the rapid
release of neutrophil extracellular traps from human neutrophils and were trapped by
these structures. The use of Leishmania mutants defective in the biosynthesis of either
lipophosphoglycan or the surface protease GP63 revealed that these two major surface
promastigote virulence determinants were not responsible for inducing the release of
neutrophil extracellular traps. We also demonstrate that this induction was independent
of superoxide production by neutrophils. Finally, in contrast to wild type L. donovani
promastigotes, mutants defective in lipophosphoglycan biosynthesis were highly
susceptible to the antimicrobial activity of neutrophil extracellular traps. Altogether, our
data suggest that neutrophil extracellular traps may contribute to the containment of L.
donovani promastigotes at the site of inoculation, thereby facilitating their uptake by

mononuclear phagocytes.
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Introduction

Protozoan parasites of the genus Leishmania infect millions of people worldwide
causing leishmaniases, a spectrum of clinical manifestations that range from self-healing
ulcers to potentially fatal visceral leishmaniasis. Transmission of the parasite is mediated
by the blood-sucking sand fly, of either the genus Phlebotomus or the genus Lutzomyia.
Upon feeding, infected sand flies inoculate infective promastigote forms into the
mammalian host, where they evade and resist non-specific defense mechanisms such as
complement-mediated lysis, to ultimately enter mononuclear phagocytes by a receptor-
mediated process. Following their uptake by macrophages, promastigotes of L. donovani
and L. major inhibit phagolysosome biogenesis to evade the microbicidal phagolysosomal
environment (1-5). This inhibition is mediated by lipophosphoglycan (LPG®), an
abundant surface virulence glycolipid consisting in a polymer of GalB1,4Manal-PO,
units anchored into the promastigote membrane via an unusual glycosyl

phosphatidylinositol (1, 6).

Because neutrophils are rapidly recruited to infection sites, there has been growing
evidence for the potential role of these immune cells during the early stages of
Leishmania promastigotes infection. However, data obtained in various experimental
models led to conflictual conclusions regarding the role of neutrophils in experimental
leishmaniasis (7). Hence, although several studies indicated that neutrophils contribute to
a protective response against Leishmania (8, 9), others provided evidence that

internalization of Leishmania promastigotes by neutrophils may favor the establishment
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of infection (10-12). The later observations lent weight to the concept that apoptotic
neutrophils harboring Leishmania promastigotes may act as “Trojan horses” since they

are internalized by macrophages (7, 13).

Phagocytosis is the best characterized killing mechanism in neutrophils, whereby
microorganisms are efficiently internalized in phagosomes were large amounts of toxic
reactive oxygen species are generated (14, 15). Furthermore, fusion with various
intracellular granules results in the rapid delivery of proteases, antimicrobial peptides, and
myeloperoxidase, culminating in the formation of a highly microbicidal phagolysosome
(16, 17). The mechanisms by which Leishmania promastigotes evade killing by
neutrophils may be related to their ability to block the oxidative burst (18) and to enter a
non-lytic compartment unable to fuse with lysosomes and displaying endoplasmic

reticulum features (10).

Recently, evidence was provided that neutrophils use an additional
microbicidal mechanism that consists in the release of structures composed of chromatin
and specific granule proteins in response to various stimuli, including IL-8, LPS, bacteria,
and fungi (19, 20). These structures, called neutrophil extracellular traps (NET), form
extracellular fibers able to ensnare and kill extracellularly various microorganisms (19,
21-25), possibly through the action of one or several microbicidal proteins associated to
these structures in high concentration (19, 23). Additionally, NET may also prevent the
spread of pathogens by confining microorganisms to the site of infection (26). In this
study, we show that whereas L. donovani promastigotes are trapped by NET released by

human neutrophils, they resist their microbicidal activity.
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Materials and Methods

Human neutrophils

Neutrophils were isolated from venous blood of healthy volunteers by dextran
sedimentation followed by centrifugation over Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech, Inc.,
QC, Canada). Blood donations were obtained from informed and consenting individuals
according to institutionally approved procedures. Cell viability was monitored by trypan
blue exclusion, and the purity (>98%) was verified by cytology from cytocentrifuged

preparations stained by Diff-Quick staining (Fisher Scientific, Ottawa, Canada) (27).

Parasites

Promastigotes of the L. donovani strains 1S and LV9, and the L. major strains LV39 and
NIH S clone A2 were cultured at 26°C in M199 supplemented with 10% heat-inactivated
FBS, 100uM adenine, Hepes , SuM hemin, 3uM biopterin, 1pM biotin and antibiotics.
The L. donovani 18 isogenic mutants Ipg/-KO and Ipg2-KO were described previously
(28). The Ipgl-KO mutant secretes repeating GalB 1,4Manot1-PO,-containing molecules,
but lacks the ability to assemble a functional LPG glycan core (29), precluding synthesis
of LPG. The rescued Ipg/-KO add-back was generated by transfection of the pLeishZeo-
LPGI expression vector. The Ipg2-KO mutant expresses the truncated LPG
Gal(a1,6)Gal(al,3)Gal(B1,3)[Gle(ol-P)]Man(al,3)Man(al,4)GN(a1,6)-PI, and does
not synthesize repeating GalB1,4Mana1-PO, units (30). The L. major NIH S clone A2
isogenic gp63-KO mutant and gp63-KO add-back were previously described (31). L.

donovani 1S and L. major NIH S clone A2 promastigotes expressing luciferase (32) and
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L. donovani 1S promastigotes expressing GFP (3) were grown in the presence of 50
ng/ml G418 (Life Technologies). The L. donovani Ipgl-KO add-back was grown in the
presence of 100 pg/ml Zeocin (Invitrogen). Promastigotes were used in the late
stationary phase of growth. Unless otherwise stated, promastigotes were opsonized by a

30 min incubation at 37°C in the presence of 10% human C8-deficient serum (Sigma).

Confocal immunofluorescence microscopy for the detection and quantification of NET

Human neutrophils (10%well) were seeded on poly-L-lysine-coated glass coverslips (BD
Biosciences) in RPMI 1640 supplemented with 10 mM Hepes, penicillin/streptomycin
and 2% heat-inactivated human serum, and were allowed to adhere for 30 min at 37°C in
a humidified incubator with 5% CO,. Adherent neutrophils were incubated in the
absence or presence of either Leishmania promastigotes, zymosan, or LPG-coated
zymosan during 10 min, 30 min, or 60 min at 37°C. They were then fixed with 4%
paraformaldehyde (Sigma), blocked overnight in blocking solution [PBS with 10%
normal goat serum (Jackson Immunoresearch Lab), 5% cold fish gelatin (Sigma), 1%
bovine serum albumin (Sigma), 0.05% Tween 20 (Sigma)], and incubated with primary
antibodies either directed against human neutrophil-elastase (Santa Cruz Biotechnology,
Inc.) or against repeated subunits of LPG (CA7AE antibody). Secondary antibodies
coupled to Alexa 568 or 488 (Invitrogen / Molecular Probes) were used to detect primary
antibodies and DRAQS5 (Biostatus Limited, Shepshed, Leicestershire, UK) was used for
DNA labeling. Coverslips were mounted on slides with Fluoromount-G (Southern
Biotechnology Associates). Specimens were analyzed with an oil immersion Nikon Plan
Apo 100 (N.A. 1.4) objective mounted on a Nikon Eclipse E800 microscope equipped

with a Bio-Rad Radiance 2000 confocal imaging system (Bio-Rad). Percentages of cells
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producing NET were determined by counting at least 100 cells per condition. Neutrophils
which release DNA and elastase to form filamentous structures were considered as

producing NET.

Quantification of DNA released from neutrophils

Human neutrophils adhered to poly-L-lysine-coated glass coverslips were incubated with
either Leishmania promastigotes or zymosan at a MOI of 10:1 for 30 min in RPMI 1640
supplemented with 10mM Hepes, penicillin/streptomycin and 2% heat-inactivated human
serum, at 37°C in a humidified incubator with 5% CO,. For neutrophils in suspension,
cells were distributed in a 48-well plates in the same culture medium (detailled above)
and were incubated with either zymosan or L. donovani LV9 promastigotes at a MOI of
10:1 for 120 min at 37°C in a humidified incubator with 5% CO,. Neutrophils in
suspension were gently resuspended every 10 min. After incubation, 1 U/ml of
Micrococcal Nuclease (MNase; Worthington Biochemical Corporation; Lakewood, New
Jersey, USA) in presence of 1mM Ca”* was added for 1 h at 37°C. The nuclease activity
was stopped with 5 mM EDTA and samples were collected. Released DNA was
quantified using the Quant-it Picogreen dsDNA assay kit (Invitrogen / Molecular Probes).
Samples were distributed into 96-well plates and were read in a spectrofluorometer reader
(SpectraMax M5, Molecular Devices) with a filter setting of 480nm (excitation)/520nm

(emission).
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Phagocytosis assay in suspension

Human neutrophils (4 x 10%well) were incubated with serum-opsonized zymosan or with
serum-opsonized L. donovani LV9 promastigotes at a MOI of 3:1, in a 48-wells plate in
RPMI 1640 supplemented with 10 mM Hepes, penicillin/streptomycin and 2% heat-
inactivated human serum, at 37°C in a humidified incubator with 5% CO,. Cells were
gently resuspended every 10 min. After 30 min of incubation, cells were washed with
PBS and cytospined. Cytocentrifuged slides were stained with Diff-Quick (Fisher) and
phagocytosed particles were counted by light microscopy. Each condition was analyzed
in triplicate, and at least 100 cells were scored per sample. Results were expressed as the

number of ingested particles per 100 neutrophils.

Effect of NET on Leishmania promastigotes survival

Human neutrophils were adhered to poly-L-lysine-coated coverslips (BD Biosciences) in
RPMI penicillin/streptomycin medium complemented with 10mM Hepes and 2% heat-
inactivated human serum. Cells pretreated or not with DNase-1 (100 units/ml;
Worthington Biochemical Corporation) were incubated with luciferase-expressing L.
donovani 1S or L. major NIH S clone A2 promastigotes during 6 h in an incubator at
37°C with 5% CO;. Controls consisted of promastigotes without neutrophils incubated in
the absence or presence of DNAse-1. Luciferase activity was measured using a luciferase
assay system (Promega, Madison, WI). Briefly, after 6 h of incubation, cells were lysed
with 1X Cell Culture Lysis Reagent containing 2X proteases inhibitor. Luciferase
activity was quantified using a Lumat LB 9507 luminometer (EG&G Berthold, Nashua,

NH). Leishmania promastigotes survival in the presence of human neutrophils was
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determined as the percentage of control values (luciferase-expressing Leishmania

promastigotes incubated without neutrophils in presence or not of DNase-1).

Influence of ROS on the induction of NET by Leishmania promastigotes
Human neutrophils adhered to poly-L-lysine-coated were incubated with the NADPH
oxidase inhibitor DPI (5 or 10 pM) or catalase (1000 or 2000 units) during 30 min.

Leishmania promastigotes were then added and after 30 min DNA release was quantified.

Incubation of neutrophils with Leishmania promastigotes supernatant
Human neutrophils adhered to poly-L-lysine-coated coverslips were incubated in the
absence or presence of supernatants from L. donovani promastigotes in stationary phase

of growth and after 30 min DNA release was quantified.

Statistical analyses
Each experiment was performed at least with three different blood donors. Comparisons
of the means within and between groups were tested with Student's t tests to determine

statistical significance. A P-value of <0.05 or less was considered significant.
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Results

Leishmania promastigotes induce the formation of NET

To study one aspect of the interaction between Leishmania promastigotes and human
neutrophils, we assessed the potential of these parasites to induce the formation of NET.
Human neutrophils were incubated for various time points with serum-opsonized L.
donovani-GFP promastigotes (strain 1S) and the presence of NET was determined by
confocal immunofluorescence microscopy. As early as 10 min following the addition of
L. donovani-GFP promastigotes, neutrophils lost their typical rounded morphology and
released NET which appear as filamentous structures identified by the presence of DNA
and elastase (Fig. 1A). NET release appears to be contact-dependent, as we observed
these structures only where neutrophils were associated to L. donovani-GFP
promastigotes (Fig. 1A). In contrast, the levels of NET induced by serum-opsonized
zymosan (Fig. 1B) was similar to the spontaneous baseline of NET release observed with
resting neutrophils. We observed no differences between serum-opsonized and
unopsonized promastigotes for their ability to induce the formation of NET, as assessed
by quantification of DNA released by neutrophils (Fig. 1C). NET formation was time-
dependent, with over 80% of neutrophils having released DNA and elastase after 1 h of
contact with L. donovani-GFP promastigotes (Fig. 2A). We also assessed the ability of
other Leishmania strains and species to induce the formation of NET by quantifying the
amount of DNA released by neutrophils 30 min after the initial contact with the parasites.
As shown in Figures 2B and 2C, promastigotes from two strains of L. donovani
(Sudanese 1S and Ethiopian LV9) and the L. major strain LV39 induced comparable

levels of DNA release. Confocal immunofluorescence microscopy confirmed that these
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Leishmania strains and species induced the formation of NET (data not shown). Using
various ratios of L. donovani LV9 promastigotes per neutrophil, we observed that the
release of neutrophil DNA was dose-dependent, with a four-fold increase above baseline
levels for a MOI of 5:1 and a ten-fold increase above baseline levels at a MOI of 20:1
(Fig 2D). Similar results were obtained with promastigotes of L. donovani 1S and L.

major LV39 (data not shown).
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Figure 1. Induction of NET by L. donovani promastigotes. Freshly isolated human
neutrophils were adhered on poly-L-lysine coverslips and incubated for 10 or 30 min with
either serum-opsonized L. donovani-GFP promastigotes (A) or serum-opsonized Zymosan
(B). Samples were fixed and stained for neutrophil-elastase (red) and DNA (blue). C.
Human neutrophils adhered on poly-L-lysine coverslips were incubated with either

serum-opsonized or unopsonized L. donovani promastigotes at a MOI parasite-to-cell

271 -



ratio of 10:1. DNA release was quantified after 30 min incubation. One representative
experiment out of three performed in triplicates is presented as mean + SD. *p<0.0]

compared with control neutrophils.
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Figure 2. Different strains and species of Leishmania induce NET release in a time-
and dose-dependent manner. Human neutrophils adhered on poly-L-lysine coverslips
were incubated with either zymosan, L. donovani (strains 1S and LV9), or L. major
(strain LV39) promastigotes at a MOI of 10:1 for A, B, and C, or various ratios for D, for
the indicated time points. A. The percentage of neutrophils producing NET was
quantified for each time point. B, C, and D. Release of DNA was quantified after 30 min.
One representative experiment out of three to five performed in triplicates is presented as
mean * SD in each figure. *p<0.05, **p<0.005 compared with control neutrophils and

neutrophils incubated with zymosan.
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Leishmania promastigotes are trapped by NET

As we observed rapid and massive formation of NET in response to Leishmania
promastigotes, we sought to determine the extent of parasite internalization by human
neutrophils. Neutrophils adhered to poly-L-lysine-coated coverslips were incubated with
either serum-opsonized promastigotes or serum-opsonized zymosan and internalization
was assessed by confocal immunofluorescence microscopy at 10 and 30 min after
addition of the particles. As expected, 8.5% and 50.5% of neutrophils had phagocytosed
zymosan at 10 and 30 min, respectively (Figure 3A and 3B). In contrast, very low levels
of L. donovani (both 1S and LV9 strains) or L. major promastigotes were found to be
internalized by human neutrophils (1%). Phagocytosis of Leishmania promastigotes by
human neutrophils thus appears to be a rare event in our experimental system. Instead, as
shown in Figure 3C for L. donovani, promastigotes were found entrapped in NET fibers
containing DNA and elastase. As promastigote-induced NET formation occurred rapidly,
it is possible that promastigotes get trapped before neutrophils can internalize them.
Since previous studies revealed that Leishmania promastigotes are internalized by
neutrophils in suspension (10, 18, 33, 34), it was important to assess the extent of
Leishmania promastigotes internalization and NET formation by human neutrophils in
suspension. As shown in Figure 4 (A and B), we observed significant internalization of
L. donovani promastigotes by human neutrophils in suspension, although to a lesser
extent than zymosan. Importantly, we also found that L. donovani promastigotes induced
DNA release from human neutrophils in suspension, indicating that NET are produced

under those conditions.
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Figure 3. Leishmania promastigotes are trapped by NET. Human neutrophils
adhered on poly-L-lysine coverslips were incubated with L. donovani (1S and LV9
strains), L. major, or zymosan for 10 and 30 min at a particle-to-cell ratio of 10:1. A.
Internalization of Leishmania promastigotes or zymosan was determined on at least 100
neutrophils for each condition. The data are the average of two independent experiments
performed in triplicates presented as mean + SD.B and C. Samples were fixed after 30
min and were stained for the neutrophil-elastase (red) and DNA (blue). L. donovani-GFP

promastigotes are in green.
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Figure 4. Leishmania promastigotes are internalized by human neutrophils in
suspension and induce NET release. Human neutrophils in suspension were incubated
with either serum opsonized-zymosan or serum opsonized-L. donovani (LV9)
promastigotes at a MOI of 3:1 during 30 min. (A, B) or at MOI of 10:1 during 120 min.

(©). A. Diff-Quick-stained cytocentrifuge preparation showing internalized (white
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arrows) or non-internalized (black arrow) L. donovani promastigotes. B. Internalization
of Leishmania promastigotes or zymosan was determined on at least 100 neutrophils. C.
Release of DNA was quantified after 120 min. One representative experiment out of
three to four performed in triplicates is presented as mean + SD in each figure.

*p=<0.0002 compared with control neutrophils and neutrophils incubated with zymosan.
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NET release occurs in the absence of the parasite virulence factors LPG and GP63

Given the prominent role of the surface glycolipid LPG in the establishment of
Leishmania promastigotes inside mammalian hosts (2, 35, 36), we explored the possible
role of LPG in the induction of NET. To this end, we incubated human neutrophils with
either wild-type L. donovani promastigotes, the LPG-defective Ipgl/-KO mutant, the
GalB1,4Manal-POy-defective  I[pg2-KO mutant or the [pg2-KO add-back (Ipg2-
KO+LPG2). At various time points, NET formation was assessed by confocal
immunofluorescence microscopy and by quantifying DNA release. Similar to wild type
promastigotes, both the I[pg/-KO and the Ipg2-KO mutants rapidly induced the formation
of NET and the release of DNA (Fig. 5), indicating that neither LPG nor other
GalB 1,4Mana1-PO,-containing Leishmania glycoconjugates were responsible for the
induction of NET release by Leishinania promastigotes. Of note, we observed
morphological differences between NET induced by wild-type and LPG-defective
mutants, at early time points (Figure 5C). Hence, at 10 min, NET induced by Ipg2-KO
promastigotes appeared to form clusters and looked more compact than those induced by
wild type promastigotes, that were more filamentous (Fig. 5C). However, at 1 h
following the addition of promastigotes, NET induced by both wild type and Ipg2-KO
parasites were structurally similar. To confirm that LPG plays no role in the induction of
NET formation, we incubated human neutrophils with either zymosan or zymosan coated
with purified LPG and quantified DNA release. As shown in Figure 6D, neither zymosan
nor LPG-coated zymosan induced DNA release from neutrophils. Furthermore, in
contrast to promastigotes, LPG-coated zymosan and zymosan were equally internalized

by human neutrophils (Figures 6A, B, and C). The surface GPI-anchored

-78 -



metalloproteinase GP63 is another abundant promastigote surface molecule that
contributes to the establishment of infection within mammals (31). To assess its possible
role in the induction of NET release, we incubated human neutrophils with either wild
type L. major promastigotes, the gp63-KO mutant, and the rescued gp63-KO add-back.
After 30 min incubation, we assessed NET formation by confocal immunofluorescence
and we quantified the amount of DNA released by neutrophils. As shown in Figure 7A,
wild type, gp63-KO and gp63-KO add-back L. major promastigotes induced similar
levels of NET and DNA release from neutrophils, indicating that GP63 is not responsible
for the induction of NET formation by Leishmania promastigotes. We also tested
whether soluble factors released by promastigotes could induce the release of NET. As
shown in Figure 7B, addition of promastigote-conditioned medium, that contains

Leishmania exosomes (37), to neutrophils did not trigger the release of DNA.
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Figure 5. Induction of NET release is independent of LPG and other
GalP1,4Manal-PO,-containing L. donovani glycoconjugates. Human neutrophils
adhered on poly-L-lysine coverslips were incubated for 10 min, 30 min, and 60 min. with
either wild-type (WT), Ipgl-KO, Ipg2-KO, or Ipg2-KO add-back L. donovani
promastigotes. A. The percentage of neutrophils producing NET was determined by

confocal microscopy. The data are the average of three independent experiments
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performed in triplicates presented as mean + SD. B. Release of DNA was quantified after
30 min. One representative experiment out of three performed in triplicates is presented
as mean * SD. *p<0.05 compared with resting neutrophils. C. At the indicated time
points, samples were fixed, stained for the neutrophil-elastase (red) and DNA (blue). L.

donovani-GFP promastigotes are in green.
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Figure 6. LPG does not interfere with phagocytosis in human neutrophils. Human
neutrophils adhered on poly-L-lysine coverslips were incubated for 30 min with either

zymosan or zymosan coated with purified L. donovani LPG at a particle-to-cell ratio of
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10:1. A. Phagocytosis of zymosan and LPG-coated zymosan was assessed by confocal
microscopy by calculating the number of particles per 100 neutrophils. One
representative experiment out of three performed in triplicates is presented as mean + SD.
B. The particle distribution per neutrophil was determined on at least 100 cells and
expressed as a percentage of neutrophils containing 1, 2, 3, 4, or 5 particles. One
representative experiment out of three performed in triplicates is presented as mean + SD.
C. Samples were fixed and stained for LPG (red) and DNA (blue). Zymosan is in green
(natural autofluorescence). D. Release of DNA was quantified after 30 min. One
representative experiment out of three performed in triplicates is presented as mean + SD.

*p<0.001 compared with resting neutrophils.
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Figure 7. NET release is not mediated by GP63 or a secreted factor. Human
neutrophils adhered on poly-L-lysine coverslips were incubated for 30 min with either
wild-type, gp63-KO, or gp63-KO add-back L. major promastigotes. A. Samples were
fixed and stained for the neutrophil-elastase (green), DNA (blue) and L. major
promastigotes (anti-LPG, red) (upper panel). Release of DNA was quantified after 30
min (lower panel). One representative experiment out of three performed in triplicates is
presented as mean + SD. B. Adherent human neutrophils were incubated with either L.
donovani promastigotes or promastigote-conditionned medium. After 30 min, release of
DNA was quantified. Results are the average of three independent experiments
performed in triplicates presented as mean + SD. *p<(.05 compared with resting

neutrophils.
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LPG confers L. donovani promastigotes resistance to the antimicrobial activity of NET

As NET possess a potent antimicrobial activity, we determined the impact of NET release
on the viability of L. donovani promastigotes. We included Ipgl-KO L. donovani
promastigotes in this assessment, because LPG forms a dense glycocalyx at the
promastigote surface that protects the parasite from microbicidal molecules (4). To this
end, we incubated human neutrophils with luciferase-expressing L. donovani
promastigotes (wild type, Ipg/-KO, and the rescued Ipgl-KO add-back) and we measured
luciferase activity after 6 h of incubation. As shown in Figure 8A, Ipg]-KO promastigotes
survival was significantly reduced compared to that of either wild type or rescued Ipgi-
KO add-back promastigotes. The antimicrobial activity of NET can be abrogated with
DNAse-1 treatment of neutrophils (19, 38). We thus incubated human neutrophils with
luciferase-expressing L. donovani WT and Ipgl-KO promastigotes in the absence or
presence of DNAse-1 and we measured luciferase activity after 6 h of incubation. As
shown in Figure 8B, Ipg/-KO promastigotes survival was restored in the presence of
DNase-1, indicating that LPG confers L. donovani promastigotes the ability to resist the
microbicidal activity of NET. Of note, resistance to the antimicrobial activity of NET

was also observed with L. major promastigotes (Fig 8C).
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Figure 8. L. donovani promastigotes are resistant to the antimicrobial activity of
NET.

A. Human neutrophils adhered on poly-L-lysine coverslips were incubated at a MOI of
10:1 with opsonized L. donovani 1S promastigotes (WT, IpgI-KO, and rescued IpgI-KO
add-back) expressing luciferase. After 6 h, promastigote survival was determined by
dividing the luciferase activity (RLU) in presence of neutrophils by the luciferase activity
in the absence of neutrophils. One representative experiment out of four performed in
triplicates is presented as mean + SD. B. Adhered neutrophils were incubated in the
absence or the presence of DNAse-1 before the addition of L. donovani promastigotes
(WT and IpgI-KO) expressing luciferase at a MOI of 10:1. After 6 h, promastigote
survival was determined as described in A. One representative experiment out of two
performed in triplicates is presented as mean + SD. C. Adhered neutrophils were
incubated at a MOI of 10:1 with either L. donovani (1S) or L. major (NIH S clone A2)
promastigotes expressing luciferase. After 6 h, promastigote survival was determined as
described in A. One representative experiment out of three performed in triplicates is

presented as mean * SD.
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ROS are not involved in the induction of NET by Leishimania promastigotes

Previous studies revealed that ROS production is involved in the release of NET (38, 39).
To assess the contribution of ROS in the release of NET, we incubated neutrophils in the
absence or presence of either catalase or DPI before the addition of promastigotes. As
shown in Figure 9, we did not observe any significant effect of the ROS inhibition on the
release of NET induced by L. donovani promastigotes, suggesting that a ROS-

independent mechanism is involved in this process.
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Figure 9. Induction of NET release by L. donovani promastigotes is independent of
the oxidative burst. Human neutrophils adhered on poly-L-lysine coverslips were
incubated in the absence or presence of either catalase or DPI prior to the addition of L.
donovani promastigotes.  After 30 min, release of DNA was quantified. One
representative experiment out of three performed in triplicates is presented as mean * SD.
*p<0.0] compared with resting neutrophils.
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Discussion

In the present study, we report that whereas L. donovani promastigotes
induce and are trapped by NET, the surface glycolipid LPG enables these parasites to
resist the microbicidal activity of these structures. The observation that induction of NET
release was independent of the promastigote opsonization status suggested that a parasite
component was responsible for this induction. To identify the parasite molecule(s)
potentially involved in this process, we assessed the role of two well-characterized
abundant promastigote surface virulence factors, namely LPG and the glycoprotein GP63.
Mutants lacking LPG and related phosphoglycans, as well as a mutant lacking GP63
induced NET release and were trapped to the same extent than wild type parasites. Thus,
neither LPG, phosphoglycans, nor GP63 are responsible for the rapid induction of NET
release by Leishmania promastigotes. This is in contrast to the conclusion of Guimaraes-
Costa and colleagues who reported that addition of purified LPG from L. amazonensis
promastigotes to human neutrophils was sufficient to induce NET release (21). Several
factors may explain the discrepancy between our results and those reported by
Guimaries-Costa and colleagues, including the high concentration of purified LPG (10
pg/ml) used to induce DNA release, as well as the structure, in terms of carbohydrate
modifications (40). In addition, LPG presented to neutrophils under the form of micelles
may elicit cellular responses not observed when presented on particles. Indeed, we found
that zymosan particles coated with purified LPG did not trigger NET release and were
internalized to the same extent than zymosan. Data obtained with L. donovani

promastigote-conditionned medium suggested that induction of NET release may not
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involve secreted molecules or exosomes (37). Of interest, although production of ROS is
as an important stimulus for the release of NET (39), we could not demonstrate the
involvement of ROS in the promastigote-induced NET release. Thus, although the
mechanism by which Leishmania promastigotes elicit the rapid release of NET clearly

remains to be elucidated, our data suggest the existence of ROS-independent mechanism.

Most microorganisms trapped by NET are killed in contact with the high local
concentrations of antimicrobial molecules present in these structures, that include
histones, calprotectin, and the bactericidal/permeability-increasing protein (19, 23, 41).
However, some pathogens have evolved strategies to escape trapping and/or killing by
NET. One such strategy used by Streptococcus pneumoniae and S. pyogenes, consists in
producing a DNAse that degrades the DNA backbone of NET (42, 43). Additionally, the
polysaccharide capsule of S. pneumoniae was found to reduce trapping by NET, whereas
D-alanylation of lipoteichoic acid contributes to the resistance to NET Kkilling by
providing positive charge to the bacterial surface (44). Another escape mechanism
consists in avoiding NET induction. Hence, the hydrophobin RodA, the major surface
component of Aspergillus fumigatus conidia, enables this form of the fungus to evade the
triggering of NET formation (45). In the case of L. donovani promastigotes, our results
indicate that LPG confers resistance to the microbicidal activity of NET. Previous studies
revealed that the dense glycocalyx formed by LPG at the promastigote surface protects
the parasite from hydrolytic enzymes present in the sand fly midgut and from the lytic
components of complement (4, 35, 46). We propose that LPG acts as a physical barrier to
protect promastigotes from the antimicrobial molecules present in NET. Thus, similar to

Mycobacterium tuberculosis (26), L. donovani promastigotes are trapped by NET but
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evade the antimicrobial activity of these structures. It was recently reported that L.
amazonensis promastigotes are killed by NET (21). The discrepancy between those data
and our results suggests that L. amazonensis, L. donovani, and L. major are differentially
resistant to the antimicrobial activity of NET. Alternatively, different experimental
procedures may account for this discrepancy. Hence, Guimaraes-Costa and colleagues
(21) performed their killing assay by incubating L. amazonensis promastigotes with
PMA-activated neutrophils or with supernatants from PMA-activated neutrophils,
whereas we incubated L. donovani or L. major promastigotes with neutrophils adhered to

poly-L-lysine-coated coverslips. Further studies will be required to address this issue.

Much attention has been recently devoted to the internalization of
Leishmania promastigotes by neutrophils and the consequences of this process on
infection (7, 47, 48). Under the experimental conditions used in this study to visualize
NET (neutrophils adhered to poly-L-lysine-coated coverslips), internalization of
promastigotes by neutrophils was an unfrequent event. This does not exclude the fact that
internalized promastigotes may survive in a compartment lacking appropriate
microbicidal components (10), and thus enter macrophages according either the Trojan
horse strategy (12, 13, 49, 50) or the Trojan rabbit strategy (7, 11). However, consistent
with previous reports, we found that human neutrophils in suspension significantly
internalized L. donovani promastigotes, albeit to a lower extent than zymosan. More
importantly, we found that neutrophils in suspension produced NET, as assessed by the
quantification of DNA release. Interestingly, careful examination of a figure from an

earlier study by Pearson and Steigbigel (33) showing Giemsa-stained cytocentrifuged
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neutrophils incubated for 3 hours with L. donovani promastigotes strongly suggests that

most neutrophils were dying, perhaps as a consequence of NET release.

NET were reported in patients and in various experimental models of infection
(19, 21, 23, 42, 43, 45), where they may contribute to the confinement and/or killing of
pathogens as well as the modulation of host immune responses. In the context of
Leishmania infection, NET were observed in lesion biopsies of patients with active
cutaneous leishmaniasis and it was proposed that they could be relevant to control the
parasite burden (21). The release and impact of NET in vivo following inoculation of
Leishmania promastigotes by the sand fly remain to be demonstrated, and the effect of
sand fly saliva on the modulation of NET release and antimicrobial activity is an
important issue that will need to be investigated. Whereas Guimaraes-Costa proposed
that NET is an innate response that might contribute to diminish parasite burden in the
Leishmania inoculation site (21), based on our findings, we propose that NET might
immobilize L. donovani promastigotes to facilitate their uptake by mononuclear

phagocytes recruited at the site of inoculation.
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Figure S1: Les promastigotes de L. donovani tués a la formaline ou par la chaleur
induisent peu la formation de NETs. Les promastigotes de L. donovani Ld1S ont été
tués soit en présence de formaline (0,1% ou 0,5%), soit 2 65°C puis coincubés avec les
neutrophiles humains. L’ADN relargué par les neutrophiles a été dosé et exprimé en

pg/ml. *p=0,001.
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Discussion

1 Induction des NETs par le promastigote de Leishmania

La contribution et le role joué par les neutrophiles dans la leishmaniose est depuis
quelques années un sujet tres étudié. Il est vrai que les études ont montré qu’ils sont
rapidement et abondamment recrutés au site d’inoculation du parasite (Muller et al.,
2001, Tacchini-Cottier et al., 2000, Lima et al., 1998, Laurenti et al., 1996, Wilson et al.,
1987, Andrade et al., 1984, Peters et al., 2008). De plus, le neutrophile est une cellule qui
possede une grande capacité microbicide, notamment grice a la dégranulation,
I’activation de ’enzyme NADPH oxydase et la formation de NETs. La plupart des études
menées ont été réalisées chez la souris et dévoilent deux réles trés distincts du neutrophile
face a Leishmania. Soit il protege ’organisme hote en détruisant le parasite, soit il
contribue a I’établissement de I’infection en aidant Leishmania a infecter silencieusement
le macrophage (Peters et al., 2009, McFarlane et al., 2008, Peters et al., 2008, Chen et al.,
2005, van Zandbergen et al., 2004, Lima et al., 1998, Chang, 1981, Pearson et al., 1981).
Durant nos travaux, nous avons mis en évidence une nouvelle réaction du neutrophile

face a Leishmania, 1a formation de NETS.

Récemment découverte, la NETose est un phénomeéne qui suscite un réel intérét
pour les immunologistes et chercheurs traitant des relations hote/pathogéne dans les
maladies infectieuses. Suite a ’activation par divers micro-organismes pathogeénes, le
neutrophile relargue des filaments qui forment un réseau composé d’ADN et de
nombreuses protéines leucocytaires (Brinkmann et al., 2004, Urban et al, 2009).
Contrairement aux promastigotes, le zymosan n’induit pas de NETs, ce qui témoigne de
la spécificité de cet éveénement pour Leishmania. De plus, il est probable que ce soit une
réponse du neutrophile généralisée au parasite car L. donovani (responsable de la
leishmaniose viscérale), L. major et L. amazonensis (responsables de la leishmaniose

cutanée) induisent tous la production de NETs (Guimaraes-Costa et al., 2009).
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1.1 Les récepteurs impliqués

Peu d’éléments sont connus quant aux mécanismes qui permettent la formation
des NETs. Bien que nous sachions qu’il s’agisse d’un mécanisme actif distinct de
I’apoptose et de la nécrose qui nécessite que la cellule soit vivante, les récepteurs

impliqués ne sont pas identifiés (Fuchs et al., 2007).

Plusieurs éléments laissent présager que les NETs sont induits suite a un contact
direct entre le micro-organisme pathogeéne et le neutrophile. Premierement, le relargage
d’ADN dépend de la concentration en PMA introduite dans le milieu de culture ainsi que
de la quantité de leishmanies présentes (Guimaraes-Costa et al., 2009, Brinkmann et al.,
2004). Deuxiemement, seules les cellules proches des promastigotes relarguent des NETS.
Troisiemement, I’induction par le PMA ou le LPS génére de plus petites quantités de
filaments et nécessite un temps d’incubation plus important que I’induction par les
microbes : cing/dix minutes suffisent dans ce dernier cas contre trois/quatre heures pour
le PMA. Enfin, les promastigotes de L. donovani tués initient peu le relargage d’ADN
(Figure S1). Ainsi, il se peut que plusieurs récepteurs soient impliqués et agissent de
fagon concertée pour maximiser la formation des NETs. D’ailleurs, il est intéressant de
noter que la destruction des microbes par la chaleur s’accompagne de la dégradation des
motifs présents a leur surface. Ainsi, si la reconnaissance de motifs moléculaires présents
a la surface de Leishmania est requise pour la formation des NETs, il est clair que le

promastigote tué de cette maniere ne peut agir.

1.1.1 PAMPs impliqués dans la NETose induite par le

promastigote de Leishmania

Les PAMPs sont des motifs moléculaires conservés chez les micro-organismes
pathogeénes qui permettent leur reconnaissance par le neutrophile. Certains sont bien
caractérisés : le LPS des bactéries Gram-négatives, le LTA des bactéries Gram-positives,
le peptidoglycan, le LAM de mycobactéries, les B-glycans des levures, les ARNs simple

et doubles brin des virus.
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Le promastigote de Leishmania exprime abondamment 3 sa surface deux
molécules, le glyconconjugué LPG et la protéine GP63. Ces deux molécules sont
d’importants facteurs de virulence du parasite. De plus, en interagissant avec les
récepteurs des protéines du complément, de la fibronectine et des résidus mannose, le
LPG et GP63 agissent en tant que PAMP pour le macrophage et permettent 1a liaison du
parasite a la cellule (Brittingham et al., 1999, Culley et al., 1996, Brittingham et al., 1995,
Green et al., 1994, Talamas-Rohana et al., 1990, Russell et al., 1988, Russell et al.,
1986).

1.1.1.1 LPG et GP63

L’utilisation de promastigotes de L. donovani et L. major respectivement
déficients en LPG et GP63 a permis de montrer qu’aucune de ces molécules n’est requise
pour Pinduction des NETs. Concernant le LPG, nos résultats sont en contradiction avec
ceux obtenus par I’équipe de Guimardes-Costa (Guimaraes-Costa et al., 2009). 11 est
possible que cette différence soit due a I'utilisation de LPG purifié a de fortes
concentrations alors que nous avons travaillé avec des promastigotes déficients ou des

particules de zymosan recouvertes de LPG.

1.1.1.2 Les GIPLs

Les glycosyl-inositolphospholipides (GIPLs) constituent un groupe de
glycolipides abondamment présents (1x10” molécules/cellule) 2 la surface de Leishmania
(Zufferey et al., 2003). Leurs roles ne sont pas bien connus, cependant étant riches en
résidus de mannose et abondamment présents a la surface du parasite, il est possible
qu’ils contribuent a la reconnaissance de celui-ci par le neutrophile (via les récepteurs
mannose) et qu’ils soient impliqués dans la formation des NETs. Cette hypothése est
€tayée par le fait que I’amastigote de L. amazonensis induit la formation de NETSs
(Guimaraes-Costa et al., 2009). En effet, contrairement au LPG et a la protéine GP63
respectivement absent et exprimée a la baisse au stade amastigote, le taux de GIPLs
demeure constant et élevé pour les deux stades de développement du parasite

(Mukhopadhyay et al., 2006, Schneider et al., 1992, McConville et al., 1991, Medina-
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Acosta er al., 1989). Toutefois, il s’avere que les GIPLs sont des molécules de plus petite
taille que le LPG et la protéine GP63 (Figure 1). Au stade promastigote, elles sont donc
cachées par ces derniéres, ce qui rend I’accessibilité des PRRs du neutrophile aux GIPLs

moins évidente.

Il est possible de purifier les GIPLs des promastigotes de L. mexicana et
L. donovani (Tachado et al., 1997, Proudfoot et al., 1995, McConville et al., 1993a,
McConville et al., 1991). Ainsi, il est envisageable de tester ’impact de ces molécules

dans la formation de NETS induite par les promastigotes de Leishmania.

Laishrnaniz
plasma membrane

|Cap HGal-wan—BGivcan Core P Anchor] [LPG

[Ghrcan Core HPFAndhor] [GIPLs

[Cap HGaltvian—0H PG
]

Protein--£Eth N)—l Ghycan Core H P I-A'-d'rorl G Ptanchored proteins (gp63)

|Gal—4‘u‘bn—ﬂ";) -—(Ser)}—Protein Secreted proteins (sAP, PPG)
|

(Beverley et al., 1998)

Figure 1 : Structure des glycoconjugués présents a la surface des promastigotes de
Leishmania. La surface du promastigote de Leishmania présente de nombreux
glycoconjugués. Certains sont ancrés a la membrane via une ancre lipidique : les GIPLs,
le LPG, la protéine GP63. D’autres sont sécrétés : les protéophosphoglycans (PPG),
I'acide phosphatase (AP). Du fait de la présence du corps protéique (GP63) et de
nombreuses sous-unités répétées (LPG), la protéine GP63 et le LPG ont une taille plus
€élevée que les GIPLs et masquent la présence de ces derniers.
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1.1.2 PRRs du neutrophile impliqués dans la NETose induite par

le promastigote de Leishmania

Le neutrophile reconnait les PAMPs des micro-organismes pathogenes via ses

PRRs. Il s’agit de récepteurs membranaires ou cytosoliques qui suite a la liaison aux

PAMPs activent des voies de signalisation qui permettent I’élimination des microbes

(Table 1). Parmi ces récepteurs, les « Toll-like receptors » (TLRs), les protéines

« Nucleotide-binding Oligomerization Domain » (NODs), les récepteurs aux opsonines et

les récepteurs aux P-glucans sont les mieux caractérisés. Du fait de la rapidité de

I’induction des NETs par les promastigotes, il est essentiel que ces PRRs soient

constitutivement exprimés au niveau de la membrane cellulaire et y soient abondamment

présents.

Type Nom Localisation
TLRs TLRI1 Membrane cellulaire
TLR2 Membrane cellulaire
TLR3 Endosome
TLR4 Membrane cellulaire
TLRS Membrane cellulaire
TLR6 Membrane cellulaire
TLR7 Endosome
TLR8 Endosome
TLR9 Endosome
TLR10
TLR11 Membrane cellulaire
NODs NODI Cytoplasme
NOD2 Cytoplasme
Opsonines
dépendants
Complément CRI1 Membrane cellulaire
CR3 Membrane cellulaire
Immunoglobulines FcyRIla (CD32a) Membrane cellulaire
FcyRINIIb(CD16b) Membrane cellulaire

Table 1: Localisation des PRRs du neutrophile
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Le zymosan est une particule «fantdme» de la paroi de S. cerevisiae
principalement constitué de polysaccharides (B-glycanes, mannanes) (Di Carlo et al.,
1958). 11 est donc reconnu par les récepteurs aux PB-glycanes. Nos résultats n’indiquant

pas de relargage de NET's par le zymosan, ces récepteurs ne semblent pas étre impliqués.

Les NODs étant des protéines cytosoliques (Takeda et al., 2005), il est peu
probable qu’elles soient les premiers récepteurs a entrer en jeu dans ce mécanisme. En

revanche, les TLRs pourraient intervenir dans ce processus.

1.1.2.1 Les «Toll-like receptors»

Les TLRs constituent une famille de protéines transmembranaires. Comme leur
nom I’indique, il s’agit de protéines homologues a la protéine Toll. Initialement identifiée
comme protéine impliquée dans le développement de I’axe dorso-ventral de la drosophile,
la protéine Toll a par la suite intéressé les chercheurs pour sa contribution dans
I’immunité innée. En effet, les drosophiles mutées dans la voie de signalisation de Toll
sont plus susceptibles a I’infection par le champignon A. fumigatus que les drosophiles
sauvages (Lemaitre et al., 1996). Par homologie de séquence, treize et dix protéines
homologues a Toll (les TLRs) ont respectivement été découvertes chez la souris et

I’Homme.

Les TLRs participent grandement a I’immunité innée en reconnaissant une grande
variété de PAMPs (lipides, carbohydrates, protéines, acides nucléiques), ce qui permet la
reconnaissance de microbes treés variés (champignons, bactéries, virus, protozoaires)
(Table 1). Chacune de ces protéines reconnait spécifiquement un PAMP et active une
voie de signalisation qui meéne a la formation de molécules proinflammatoires et 2
I’élimination des microbes (Kumagai et al., 2008, Akira, 2006, Kawai et al, 2006,
Takeda er al., 2005).

Ces récepteurs ne sont pas tous constitutivement exprimés a la surface de la

cellule. TLR3-7-8 et TLLR9 sont présents au niveau de la membrane endosomale,
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contrairement aux TLRs 1-2-4-5-et 6 (Takeda er al., 2005) (Table 1). La formation de
NETs induite par Leishmania nécessitant une interaction directe entre le parasite et le

neutrophile, TLR1-2-4-5 et TLR6 sont de bons candidats.

TLR2 reconnait I’acide lipotéichoique des bactéries Gram-négatives, le
peptidoglycan des bactéries Gram-positives, le lipoarabinomannan des mycobactéries, les
B-glycanes et résidus mannanes du zymosan ainsi que I’hémagglutinine virale (Akira,
2006, Sato et al., 2003). Etant donné que des bactéries Gram-négatives telle que
Salmonella et des bactéries Gram-positives telle que Listeria induisent les NETs, il est
probable que TLR2 soit un médiateur de ce phénomene. Cependant, cette hypothése est
ébranlée par le fait que le zymosan soit rapidement phagocyté par le neutrophile et

n’induise pas de relargage d’ ADN ou d’élastase.

Présentant de fortes homologies entre-elles, les TLRs 1 et 6 se dimérisent
a TLR2 pour former un récepteur fonctionnel (Takeuchi et al., 2001, Takeuchi et al.,
1999, Takeuchi et al., 2002, Ozinsky et al., 2000). Etant donné qu’il semble peu probable
que TLR2 soit important pour I’induction des NETs, il est possible que ce soit également

le cas pour TLR1 et TLR6.

TLRS reconnait la flagelline, (protéine présente sur toute la surface du flagelle de
la bactérie). Malheureusement bien que flagellé, aucune étude relatant de la présence de

flagelline sur le promastigote de Leishmania a été publiée.

TLR4 demeure le candidat le plus plausible. En effet, ce membre de la
famille des TLRs est impliqué dans la réponse précoce du macrophage face a
S. typhimurium (Weiss et al., 2004). Il est donc concevable qu’il agisse également
rapidement chez le neutrophile. L’implication de TLR4 dans la leishmaniose a été mise
en évidence in vivo et in vitro par le fait que les souris déficientes en TLR4 ne contrdlent
pas l'infection de L. major et que I’élimination de ce méme parasite par le macrophage
activé par I’élastase du neutrophile passe par la voie de signalisation de TLR4 (Ribeiro-

Gomes et al., 2007, Kropf et al., 2004a, Kropf et al., 2004b).
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Les autres arguments qui soutiennent cette hypothése, sont d’une part que TLR4
reconnait les mannanes de C. albicans, ainsi que le LPS des bactéries Gram-négatives
(Table 2). Or, il a été montré que C. albicans ainsi que le LPS induisent la formation de
NETs (Urban et al., 2009, Urban et al., 2006b, Brinkmann et al., 2004). De plus, TLR4
reconnait les GIPLs de T. Cruzi (Medeiros et al., 2007, Oliveira et al., 2004). Leishmania
et Trypanosoma appartiennant a la méme famille, celle des Trypanosomatidae, il est
possible qu’en plus d’étre reconnus par les récepteurs mannose, les GIPLs de Leishmania
interagissent également avec TLR4.

Enfin TLR4 est impliqué dans la formation de NETs durant la septicémie (ou sepsis)
sévere. Cette pathologie se caractérise par une réaction du systéme immunitaire face 2 une
infection bactérienne. Sans comprendre les relations qui s’établissent entre ces différents
partenaires, il est connu que le neutrophile, le LPS ainsi que les plaquettes du sang jouent
un rdle dans ce type de sepsis. Grice aux expériences menées in vivo et in vitro par
I’équipe du Dr. Kubes, cette relation est mieux comprise. En effet, une population de
plaquettes reconnaissent le LPS bactérien présent dans le sang via le TLR4 exprimé i leur
surface. Une fois activées, ces cellules s’agglomerent et se lient aux neutrophiles
circulants. Cette interaction permet une adhésion stable des neutrophiles et est
responsable de leur activation. Par la suite, les neutrophiles activés relarguent des NETs
capables de capturer E. coli présente dans la circulation sanguine (Ma et al., 2008, Clark
et al., 2007). Les tests de survie d’E. coli suite & sa capture n’ayant pas été relatés, le role

des NETs dans le sepsis sévere n’est actuellement pas connu (Figure 2).

Afin de vérifier I'impact des TLRs dans la formation des NETs induite par le
promastigotes de Leishmania, il serait intéressant d’utiliser soit des anticorps spécifiques
ou de transfecter les neutrophiles par des ARNSs interférence qui diminueraient
I’expression de ces protéines. Il existe des souris dépourvues en TLRs ainsi que des souris
dont les voies de signalisation dépendantes des TLRs sont affectées (ex. les souris
C57BL/10ScCr et C57BL/10ScNCr) (Kropf er al, 2004b). Leur utilisation pour
d’éventuelles expériences complémentaires pourrait étre une autre alternative. Cependant,

le fait que la réponse envers Leishmania difféere selon I’origine du neutrophile, et que la
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NETose chez la souris soit un mécanisme plus lent que chez I’'Homme, rend cette

stratégie discutable (Chapitre 4).

PAMP Pathogéne TLR
Bactéries Lipopolysaccharide Bactéries gram-négatives TLR4
Lipopeptides diacyliques = Mycoplasma TLR2/6
Lipopeptides triacyliques  Bactéries et mycobactéries TLR1/2
Acide lipoteichoique Streptococcus de groupe B TLR2/6
Peptidoglycan Bactéries Gram-positives TLR2
Porines Neisseria TLR2
Lipoarabinomannan Mycobactéries TLR2
Flagelline Bactéries flagellées TLR5
ADNCpG Bactéries et mycobactéries TLR9
Non déterminé Bactéries uropathogénes TLR11
Champignon Zymosan S. cerevisiae TLR2/6
Phospholipomannan C. albicans TLR2
Mannan C. albicans TLR4
Glucuronoxylomannan C. neoformans TLR2/4
Parasite tGPImutin Trypanosoma TLR2
Glycoinositolphospholipides Trypanosoma TLR4
Hemozoine Plasmodium TLRS
Phosphoglycans Leishmania TLR2
Non déterminé Leishmania TLR4
Profilin-like molecule T. gondii TLR11
Virus ADN Virus TLR9
ARN double brin Virus TLR3
ARN simpie brin Virus a ARN TLR7/8
Protéine de fusion RST TLR4
Protéines de 'enveloppe MMTV TLR4
Hemagglutinine Virus de la rougeole TLR2

Table 2 : Liste des PAMPs reconnus par les TLRs.
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b TLR4

< NET
Increased Neutrephil Formation
Bactenat Extrac efufsr
Trepping *, Trap (NET) »

(Ma et al., 2008, Clark et al., 2007)
Figure 2: Formation de NETs par les neutrophiles circulants induite par les

plaquettes-TLR4. (a) Avant activation, les plaquettes et les neutrophiles circulent dans le
sang. Le LPS des bactéries E. coli présentes dans la circulation activent les plaquettes qui
possedent le récepteur TLR4 a leur surface. (b) Les plaquettes activées agrégent et se
fixent aux neutrophiles. Les neutrophiles fortement adhérés aux plaquettes,
s’immobilisent et (c) s’activent pour former des NETs qui capturent E. coli qui circule

dans le sang.
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1.1.2.2  Les récepteurs aux protéines du complément

Le neutrophile est également pourvu de récepteurs membranaires qui permettent la
reconnaissance des opsonines. Deux groupes d’opsonines sont connus, les protéines du
complément et les immunoglobulines, notamment celles du type G (IgG). Présentes dans
le sérum, les opsonines se fixent aux micro-organismes pathogenes et sont reconnues a la
surface du neutrophile par leurs récepteurs spécifiques. Le fragment Fc des IgGs est
reconnu par les récepteurs FcyRIla (CD32a) et FcyRIIIb (CD16b) tandis que les protéines
du complément, notamment les protéines C3 et C1 se fixent a CR1 et CR3. Etant donné
que I’opsonisation des micro-organismes pathogeénes facilite leur internalisation par le
neutrophile, il est possible qu’elle favorise également la formation de NETs. Pour vérifier
cette hypothese, nous avons quantifié les NETs produits en présence de L. donovani
(Ld1S, LV9) ou de L. major, opsonisés ou non aux protéines du complément. Les
résultats obtenus montrent que les filaments sont induits & des niveaux similaires en
absence et en présence d’opsonines. Ceci suggere donc que les récepteurs des protéines
du complément ne sont pas essentiels. Notre observation concorde avec celles de deux
autres équipes. En effet, ’opsonisation de C. albicans, de M. tuberculosis et de
M. canettii n’est pas un prérequis a la formation de NETs (Ramos-Kichik et al., 2009,

Urban et al., 2006b).

1.1.2.3  L’adhésion des neutrophiles et la présence de sérum
dans le milieu

Bien que depuis quelques années le role du neutrophile dans la leishmaniose soit
un sujet tres étudié, la formation de NETs par ces cellules en réponse a I’infection par
Leishmania n’a ét€ observée qu’une seule fois avec les promastigotes et amastigotes de

L. amazonensis (Guimaraes-Costa et al., 2009).
La présence de sérum dans le milieu de culture, 'utilisation de neutrophiles

murins et P'usage de cellules en suspension (cf. 4.1) peuvent étre des facteurs limitant

pour I’induction des NETs.
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1.1.2.3.1.1 L’adhésion des neutrophiles

Généralement, les études qui traitent de la relation neutrophile/Leishmania
utilisent des cellules en suspension ou isolées a partir d’une poche d’air formée dans le
dos de la souris par I’injection sous-dermique d’air stérile (Forget et al., 2005, Matte et
al., 2000). Or, tous les travaux qui étudient la formation des NETSs in vitro emploient des
neutrophiles préalablement adhérés sur une surface prétraitée a la poly-L-lysine. La
nécessité de I’adhésion des cellules pour ce phénomene est également relevée dans
I’étude de Clark (Clark et al., 2007). En effet, bien que le LPS soit un puissant inducteur
des NETs (Brinkmann et al., 2004), les neutrophiles circulants activés par ce composé

bactérien ne relarguent pas d’ADN contrairement & ceux qui sont adhérés aux plaquettes.

1.1.2.3.1.2 Le sérum

L’impact du sérum présent dans le milieu d’incubation des neutrophiles a
également été testé (Fuchs et al., 2007). Le sérum inhibe de maniére dose-dépendante la
formation de NETs induite par le PMA. 5% de sérum suffisent 2 diminuer de moitié la
quantité de NETs produits et 20% a quasi-inhiber le phénoméne. Durant nos
expériences, nous avons uniquement travaillé en présence de 2% de sérum autologue, ce
qui correspond selon I’équipe de Fuchs a la quantité maximale permise pour étre capable
de détecter suffisamment de NETs. Etant donné que pour les précédentes études traitant
de I'impact du neutrophile sur Leishmania, les cellules étaient incubées dans du milieu
complémenté par au moins 10% de sérum, il est possible que I’induction des NETs ait été

supprimée.

La raison pour laquelle le sérum a de hautes concentrations inhibe la formation des

NETs n’est actuellement pas connue.
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2 Role des NETs dans Uinfection par Leishmania

Une fois capturés par les filaments, L. amazoniensis, S. flexneri, S. aureus, et
C. albicans sont éliminés (Guimaraes-Costa et al., 2009, Brinkmann et al., 2004). Ainsi,
le role généralement attribué a ces structures est la destruction des microbes et la
restriction de leur dissémination dans I’organisme hote. Ce dernier r6le est confirmé par
le fait que les streptocoques capables de se libérer des NETs se disséminent plus
efficacement que les bactéries qui y restent piégées (Beiter et al., 2006). Dans notre cas,
bien que Leishmania soit capturé par les filaments d’ADN/élastase, il résiste a leur
activité microbicide. La méme observation a été faite avec M. tuberculosis et M. canettii
(Ramos-Kichik et al., 2009). Dans cet article, les auteurs suggerent que les filaments
limitent la dissémination des mycobactéries en gardant I’infection localisée. Un tel role

des NETs dans I’infection par Leishmania est également possible, mais il est également

probable qu’ils contribuent & 1’établissement de I’infection dans I’organisme hote.

2.1 Les NETs limitent I’infection par Leishmania

L’une des conséquences de la formation des NETSs par Leishmania pourrait étre la
production ou le relargage de cytokines telle que I'IL-8, connue comme inducteur
efficace des NETs et puissant facteur chemoattractant des neutrophiles (Brinkmann et al.,
2004). Cette hypothése sous-entend que les neutrophiles nouvellement recrutés ne
forment pas de NETs a leur tour. Au contraire, ils phagocyteraient les promastigotes
piégés et les détruiraient notamment par la production de ROS (Lima et al., 1998, Pearson

et al., 1981, Chen et al., 2005, Chang, 1981, Beil et al., 1992).

La formation des NET's pourrait également servir a activer d’autres médiateurs du
systéme immunitaire. L’élastase et la MPO présentes sur les filaments activeraient les
macrophages tissulaires et permettraient la destruction des promastigotes, comme cela a

été démontré auparavant (Ribeiro-Gomes et al., 2007).
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2.2 Les NETs contribuent a Pinfection de ’organisme héte par
Leishmania

La seconde hypothese quant au role des NETs dans la leishmaniose, est
qu’ils favoriseraient I’infection. Leishmania capturé par les filaments serait hautement
concentré au site d’inoculation. Résistant & I’activité microbicide des NETs, le parasite
attendrait la venue des macrophages sans étre altéré. Notons que les promastigotes sont
flagellés et de ce fait trés mobiles dans le milieu. En étant capturés par ces structures, les
promastigotes se retrouvent immobilisés et deviennent par conséquent trés accessibles

aux neutrophiles et macrophages.

Dans le cas ou des neutrophiles sont recrutés au site de formation des NETs, les
notions de « cheval de Troie » et de « trojan rabbit » sont valides. En effet les leucocytes
recrutés phagocyteraient les promastigotes, lesquels résisteraient a I’action microbicide de
ces cellules et retarderaient leur entrée en apoptose. Ainsi, le macrophage internaliserait
une cellule apoptotique infectée ou un parasite libre mais adapté aux conditions hostiles
du phagosome (Laskay et al., 2003, van Zandbergen et al., 2004, Laskay et al., 2008).
Dans les deux cas, Leishmania infecte sa cellule hdte sans initier de réponse

inflammatoire.

Bien entendu, il nous est impossible de vérifier in vivo la pertinence de ces
hypotheses. Néanmoins, des expériences utilisant des macrophages isolés a partir de sang
de donneurs sains permettrait de contourner ce probléme. L’analyse de I’induction des
NETs par les promastigotes de Leishmania chez la souris est quant a elle moins évidente

du fait des points mentionnés dans le chapitre 4.
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3 Résistance de Leishmania face a activité microbicide
des NETs

S. flexneri, S. aureus, L. amazonensis, C.albicans initient la formation de NETs,
sont capturés puis tués par ces structures (Guimaraes-Costa et al., 2009, Brinkmann et al.,
2004). Les observations obtenues par analyse en microscopie confocale et analyse
protéomique ont montré que de nombreuses protéines d’origine nucléaire, granulaire et
cytoplasmique a activité microbicide sont présentes sur ces filaments (Urban et al., 2009,
Brinkmann et al., 2004). Parmi ces protéines, les histones, la calprotectine et 1’élastase
sont responsables de I’élimination des micro-organismes pathogeénes testés. L. donovani
n’étant pas éliminé par ces structures, il est légitime de se demander si les NETs induits
par ce parasite sont structurellement et fonctionnellement similaires & ceux formés par les
micro-organismes pathogenes cités ci-dessus. En effet, bien que I’élastase et ’ADN y
soient présents, I’existence d’autres protéines telles que la calprotectine et la BPI sur ces
filaments n’a pas été vérifiée. Toutefois, le fait que les promastigotes dépourvus en
glycoconjugués de surface (dont le LPG) soient drastiquement éliminés par les NETS,

rejette cette hypothese.

3.1 Contribution du LPG dans la protection de Leishmania

N

Le LPG est un glycoconjugué ancré a la membrane du promatigote de
Leishmania. De nombreux travaux ont montré que sa présence contribue a 1’établissement
de l'infection du parasite notamment via I’altération des voies de signalisation du
macrophage (Prive et al., 2000, Descoteaux et al., 1991) et le retard de la maturation
phagosomale (Vinet et al., 2009, Lodge et al., 2005a, Holm et al., 2001). En formant une
couche épaisse sur le promastigote, le LPG constitue un glycocalyx dense (17 nm) qui
protege Leishmania de I’action lytique des protéines du complément (Sacks et al., 2000,

Puentes er al., 1990). Il est donc possible que comme observé chez le macrophage, le
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LPG des promastigotes de L. donovani proteége ce dernier de I’activité microbicide des

différentes protéines présentes sur les NETs.

3.2 Implication de la structure du LPG

La structure du LPG varie selon I’espéce de leishmanie (McConville et al., 1995).
L. donovani synthétise un LPG de type 1 non ramifié tandis que L. ammazonensis exprime

un LPG plus complexe (Figure 3).

La capacité du promastigote a résister a I’activité microbicide des NETs pourrait
changer selon la structure du LPG. Pour tester une telle éventualité, un test de survie
utilisant les promastigotes de L. major (qui posséde un LPG de type 2 ramifié), ou les

promastigotes de L. aethiopica (qui possede un LPG ramifié de type 3) est envisageable.

Les différences structurelles du LPG pourraient également expliquer la destruction

des promastigotes de L. amazonensis par les NETs (Guimaraes-Costa et al., 2009).

Bien qu’il soit établit que le LPG est un important facteur de virulence de L. major
et L. donovani, celui de L. mexicana n’est pas essentiel a I’infection des macrophages
(Iig, 2000). L’ utilisation de promastigotes de L. mexicana permettrait de vérifier si le role

Joué par le LPG face aux NETs est associé ou non a son statut de facteur de virulence.
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Figure 3: Structure du LPG des promastigotes de Leishmania. La structure et
composition du LPG varie selon I’espece du Leishmania. L.donovani possede un LPG

simple, non ramifié contrairement au promastigote de L. major.
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3.3 Altération de ’accessibilité des protéines antimicrobiennes au
promastigote de Leishmania par le LPG

Comme les promastigotes sauvages de L. donovani, les promastigotes IpgI-KO et
Ipg2-KO déficients en LPG induisent le relargage d’ADN ainsi que la formation de
filaments d’ADN/élastase dans lesquels ils sont piégés. L’observation des échantillons
par microscopie confocale a mis en évidence une différence structurelle de ces filaments.
En I’absence de glycoconjugués de surface dont le LPG, les filaments formés sont plus
épais et compacts que ceux produits par les promastigotes sauvages. Actuellement, les
mécanismes par lesquels les micro-organismes interagissent avec les NETs ne sont pas
connus. Cependant plusieurs équipes supposent que des interactions électrostatiques entre
les bactéries et les filaments interviennent. En effet, les NETs sont en majorité (70%)
constitués d’histones (hautement positivement chargés) ainsi que de protéines qui peuvent
avoir une charge positive ou négative (Urban et al., 2009). Les bactéries quant a elles
possedent une paroi constituée d’éléments également chargés tel que le LTA (bactéries

Gram-positives) ou le LPS (bactéries Gram-négatives).

Comme Leishmania, S. pneumoniae est capturé par les NETs sans étre éliminé.
Cette résistance a été attribuée a la présence de LTA a sa surface, plus particulierement
aux charges négatives de cette molécule. La D-alanylation du LTA introduit des charges
positives et conduit a la destruction de la bactérie par les filaments (Wartha et al., 2007a).
Le LPG est une molécule fortement négativement chargée. En éliminant sa présence a la
surface des promastigotes, la charge du parasite est modifiée. Par comparaison a I’étude
de Wartha, il est possible que les charges du LPG permettent a Leishmania de se fixer le
long des filaments en interagissant sur des protéines positives qui ne I’affectent pas. Au
contraire le mutant devenu moins négatif se fixerait sur des protéines qui ont un effet

microbicide sur le promastigote.
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4 Notes expérimentales

La réaction du neutrophile face a Leishmania est trés étudiée depuis quelques
années et pourtant seule I’étude de Guimaraes-Costa et la notre décrivent la formation des
NETs. En effet, que ce soit dans le modele du « cheval de Troie » ou pour I’élimination
du parasite, toutes les études ont jusqu’alors observé la phagocytose de Leishmania par le
neutrophile. Comme mentionné auparavant, 1’utilisation de sérum et de cellules en
suspension semble en étre les raisons. De plus, il faut souligner que les précédentes

recherches employaient également des neutrophiles murins.

4.1 L’utilisation de neutrophiles murins vs les neutrophiles
humains

La formation des NETSs chez la souris a été testée et comparée a celle observée
chez ’'Homme. Il s’avére que suite a I’infection par L. monocytogenes, C. albicans et
I’incubation au PMA, les neutrophiles murins forment des NETs. Ces NETs sont
structuralement similaires a ceux produits par le neutrophile humain puisqu’il s’agit de
fibres lisses de 15 nm de diametre composées d’ ADN, de MPO, d’histones, qui présentent
des domaines globulaires de 30 nm (Ermert et al., 2009). En revanche, I’analyse par
microscopie de ces domaines globulaires révéle que ces derniers sont trés proches les uns
des autres et recouvrent la quasi-totalité de la surface de NETs, contrairement a ce qui est
observé chez ’Homme. L’utilisation de neutrophiles issus de souris déficientes en
gp917" a montré que la formation des NETs chez la souris dépend également de la
présence des ROS. Cependant, le processus mis en place par le neutrophile murin est plus
long que celui observé chez son homologue humain. En effet, alors que trois A quatre
heures d’incubation au PMA suffisent pour initier la NETose chez 80% des neutrophiles
humains, seize heures sont nécessaires pour obtenir 30% de cellules formant des NETs

chez la souris (Ermert et al., 2009).
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La plupart des études traitant de I’interaction neutrophile/Leishmania ont été
effectuées avec des neutrophiles murins, notamment ceux de souris Balb/c et C57Bl/6.
L’équipe d’Ermert a testé I’induction des NETs chez sept especes différentes de souris,
parmi lesquelles les souris Balb/c et C57B1/6. Leur étude a montré que les neutrophiles de
ces dernieres ont une cinétique de formation des NETs similaire ainsi qu’un taux

équivalent de cellules qui entrent en NETose.

Lors de nos travaux, nous avons observé I’induction des NETs par les
promastigotes de L. major et L. donovani chez le neutrophile humain. Bien que les NETs
aient été observés et caractérisés chez le neutrophile murin, rien ne prédit leur formation
par Leishmania. En effet, la réponse du neutrophile différe selon son origine ainsi que
I’espece de leishmanie utilisée (Charmoy et al., 2007). Par exemple, les souris C57BL/6
sont résistantes a I’infection par L. major, contrairement aux souris Balb/c qui sont
susceptibles. Ceci pourrait expliquer le fait que les NETs n’aient pas été observées

auparavant.

4.2 Variation entre les donneurs

Il n’a pas toujours été aisé d’effectuer des moyennes entre les résultats obtenus
avec les différents donneurs. En réalité, bien que nous observions tout le temps et quelque
soit le donneur une induction tres significative des NETs par Leishmania, le niveau
pouvait fortement varier selon le donneur. Cette observation a également été mentionnée
dans P’article de Fuchs (Fuchs et al., 2007). Les auteurs ont comparé la formation de
filaments par les neutrophiles simultanément isolés de quatre donneurs puis stimulés soit
au PMA soit a la glucose oxydase (GO). Comme nous, ils ont constaté que le nombre de
cellules qui entrent en NETose varie selon le donneur. Etant donné que nous avons peu de
connaissances sur les mécanismes qui initient ce phénomene chez le neutrophile, il est

difficile de comprendre pourquoi un individu répond plus fortement qu’un autre.

Partant de cette observation, on peut se demander si tous les neutrophiles sont

capables de former des NETs en réponse a Leishmania. Certaines études ont montré
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qu’en réalité la population de neutrophiles isolés & partir de sang humain est une
population hétérogene de cellules. En effet, les neutrophiles isolés d’un méme donneur ne
sont pas tous équivalents quant a I’expression de récepteurs a leur surface, leur capacité a
adhérer ainsi que par leur aptitude a générer des ROS (Eggleton et al., 1995, Eggleton et
al., 1992, Gallin, 1984, Seligmann et al., 1981, Klempner et al., 1978). Ne connaissant
pas les facteurs responsables de 1’entrée en NETose des neutrophiles, il est probable que
seulement certaines sous-populations puissent former des NETs. De plus, 1’équipe de
Yost montre que les neutrophiles issus de nouveaux nés et activés au LPS ne forment pas
ces structures (Yost et al., 2009). Ceci met bien en évidence, que le neutrophile humain

doit acquérir certaines propriétés pour étre capable de former de telles structures.
Ainsi, on peut supposer que certains donneurs forment plus de NETs que d’autres

grice a la présence dans leur sang d’une plus grande proportion de neutrophiles aptes a

produire ces structures.

- 121 -



CONCLUSION

-122 -



Conclusion

La réponse précoce du neutrophile face a Leishmania est un sujet a controverse.
Les précédentes études décrivent une internalisation du parasite par le leucocyte, lequel

contribue soit a I’élimination, soit a la préservation de Leishmania.

Durant cette theése, nous avons mis en évidence la formation de « neutrophils
extracellular traps » induite par les promastigotes de Leishmania chez le neutrophile

humain.

En contact avec le parasite, le neutrophile entre rapidement dans une voie de mort
cellulaire récemment identifiée, la NETose. Ce processus le conduit a former et relarguer
des structures treés filamenteuses composées essentiellement d’ADN puis de protéines
cytoplasmiques et granulaires. Ces structures ainsi formées piegent et immobilisent

Leishmania sans le tuer.

Nos travaux ont ainsi permis d’identifier une nouvelle réponse de 1’héte face a
Leishmania. Cette étude a également mis en évidence qu’une fois de plus le parasite
parvient a déjouer la réponse immunitaire de 1’héte mammifere dans le but d’assurer sa

survie et probablement son établissement.
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Leishmania donovani Promastigotes Evade the Antimicrobial
Activity of Neutrophil Extracellular Traps

Christelle Gabriel," W. Robert McMaster, "% Denis Girard,* and Albert Descoteaux®’

Upon their recruitment to a site of infection and their subsequent activation, neutrophils release DNA and a subset of their granule
content to form filamentous structures, known as neutrophil extracellular traps, which capture and kill microorganisms. In this
study, we show that Leishmania promastigotes induced the rapid release of neutrophil extracellular traps from human neutrophils
and were trapped by these structures. The use of Leishmania mutants defective in the biosynthesis of either lipophosphoglycan or
GP63 revealed that these two major surface promastigote virulence determinants were not responsible for inducing the release of
the surface protease neutrophil extracellular traps. We also demonstrate that this induction was independent of superoxide
production by neutrophils. Finally, in contrast to wild-type Leishmania donovani promastigotes, mutants defective in lipophos-
phoglycan biosynthesis were highly susceptible to the antimicrobial activity of neutrophil extracellular traps. Altogether, our data
suggest that neutrophil extracellular traps may contribute to the containment of L. donovani promastigotes at the site of in-
oculation, thereby facilitating their uptake by mononuclear phagocytes. The Journal of Immunology, 2010, 185: 4319-4327.

rotozoan parasites of the genus Leishmania infect millions
of people worldwide, causing leishmaniases, a spectrum
of clinical manifestations that range from self-healing
ulcers to potentially fatal visceral leishmaniasis. Transmission of
the parasite is mediated by the blood-sucking sand fly of either
the genus Phlebotomus or the genus Lutzomyia. Upon feeding,
infected sand flies inoculate infective promastigote forms into the
mammalian host, where they evade and resist nonspecific defense
mechanisms, such as complement-mediated lysis, to ultimately
enter mononuclear phagocytes by a receptor-mediated process.
After their uptake by macrophages, promastigotes of Leishmania
donovani and Leishmania major inhibit phagolysosome biogen-
esis to evade the microbicidal phagolysosomal environment (1-5).
This inhibition is mediated by lipophosphoglycan (LPG), an
abundant surface virulence glycolipid consisting of a polymer of
GalB1,4Mana 1-PO, units anchored into the promastigote mem-
brane via an unusual glycosy! phosphatidylinositol (1, 6).
Because neutrophils are rapidly recruited to infection sites, there
has been growing evidence for the potential role of these im-
mune cells during the early stages of Leishmania promastigotes
infection. However, data obtained in various experimental models
led to conflicting conclusions regarding the role of ncutrophils
in experimental leishmaniasis (7). Hence, although several stud-
ies indicated that neutrophils contribute to a protective response
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against Leishmania (8, 9), others provided evidence that inter-
nalization of Leishmania promastigotes by neutrophils may favor
the establishment of infection (10-12). The latter observations lent
weight to the concept that apoptotic neutrophils harboring Leish-
mania promastigotes may act as “Trojan horses,” because they are
internalized by macrophages (7, 13).

Phagocytosis is the best characterized killing mechanism in
neutrophils, whereby microorganisms are efficiently internalized in
phagosomes were large amounts of toxic reactive oxygen species
(ROS) are generated (14, 15). Furthermore, fusion with various
intracellular granules results in the rapid delivery of proteases,
antimicrobial peptides, and myeloperoxidase, culminating in the
formation of a highly microbicidal phagolysosome (16, 17). The
mechanisms by which Leishmania promastigotes evade killing by
neutrophils may be related to their ability to block the oxidative
burst (18) and to enter a nonlytic compartment unable to fuse with
lysosomes and displaying endoplasmic reticulum features (10).

Recently, evidence was provided that neutrophils use an additional
microbicidal mechanism that consists of the release of structures
composed of chromatin and specific granule proteins in response
to various stimuli, including IL-8, LPS, bacteria, and fungi (19, 20).
These structures, called neutrophil extracellular traps (NETs), form
extracellular fibers able to ensnare and kill extracellularly various
microorganisms (19, 21-25), possibly through the action of one or
several microbicidal proteins associated with these structures in
high concentrations (19, 23). Additionally, NETs may also prevent
the spread of pathogens by confining microorganisms to the site of
infection (26). In this study, we show that although L. donovani
promastigotes are trapped by NETS released by human neutrophils,
they resist their microbicidal activity.

Materials and Methods

Human neutrophils

Neutrophils were isolated from venous blood of healthy volunteers by dex-
tran sedimentation followed by centrifugation over Ficoll-Hypaque (Phar-
macia Biotech, Quebec, Canada). Blood donations were obtained from
informed and consenting individuals according to institutionally approved
procedures. Cell viability was monitored by trypan blue exclusion, and the
purity (==98%) was verified by cytology from cytocentrifuged preparations
stained by Diff-Quick staining (Fisher Scientific, Ouawa, Ontario, Canada) (27).
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Parasites

Promastigotes of the L. donovani strains 1S and LV9 and the L. major
strains LV39 and NIH S clone A2 were cultured at 26°C in M199 sup-
plemented with 10% heat-inactivated FBS, 100 pM adenine, HEPES,
5 pM hemin, 3 pM biopterin, 1 pM biotin, and antibiotics. The L.
donovani 18 isogenic mutants Ipg/-KO and /Ipg2-KO were described pre-
viously (28). The Ipg/-KO mutant secretes repeating Galf 1, 4Mana1-
PO, —containing molecules but lacks the ability to assemble a functional
LPG glycan core (29), precluding synthesis of LPG. The rescued Ipg/-KO
add-back was generated by transfection of the pLeishZeo-LPG/{ expres-
sion vector. The /pg2-KO mutant expresses the truncated LPG Gal(x1,6)
Gal(a1,3)Gal(B1,3)[Glc(a 1-P)Man(a 1,3)Man(a 1,4)GN(a 1,6)-PI and does
not synthesize repeating GalB1.4Manal-PO, units (30). The L. major
NIH S clone A2 isogenic gp63-KO mutant and gp63-KO add-back were
previously described (31). L. donovani 1S and L. major NIH S clone A2
promastigotes expressing luciferase (32) and L. donovani 1S promasti-
gotes expressing GFP (3) were grown in the presence of 50 pg/ml G418
(Life Technologies, Rockville, MD). The L. donovani Ipgl-KO add-back
was grown in the presence of 100 pg/ml Zeocin (Invitrogen). Promas-
tigotes were used in the late stationary phase of growth. Unless otherwise
stated, promastigotes were opsonized by a 30-min incubation at 37°C
in the presence of 10% human C8-deficient serum (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO).

Confocal immunofluorescence microscopy for the detection
and quantification of NETs

Human neutrophils (10® per well) were seeded on poly-L-lysine—coated
glass coverslips (BD Biosciences, San Jose, CA) in RPMI 1640 sup-
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plemented with 10 mM HEPES, penicillin/streptomycin, and 2% heat-
inactivated human serum and were allowed to adhere for 30 min at 37°C
in a humidified incubator with 5% COa,. Adherent neutrophils were in-
cubated in the absence or presence of either Leishmania promastigotes,
zymosan, or LPG-coated zymosan during 10, 30, or 60 min at 37°C. They
were then fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich), blocked
overnight in blocking solution (PBS with 10% normal goat serum [Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA}, 5% cold fish gelatin
[Sigma-Aldrich), 1% BSA [Sigma-Aldrich], 0.05% Tween 20 [Sigma-
Aldrich]), and incubated with primary Abs either directed against human
neutrophil-elastase (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) or against
repeated subunits of LPG (CA7AE Ab). Secondary Abs coupled to Alexa
Fluor 568 or 488 (Invitrogen/Molecular Probes, Eugene, OR) were used to
detect primary Abs, and DRAQS (Biostatus Limited, Shepshed, Leices-
tershire, U.K.) was used for DNA labeling. Coverslips were mounted on
slides with Fluoromount-G (Southern Biotechnology Associates, Bir-
mingham, AL). Specimens were analyzed with an oil immersion Nikon
Plan Apo 100 (Toronto, Ontario, Canada) (numerical aperture 1.4) ob-
jective mounted on a Nikon Eclipse E800 microscope equipped with a Bio-
Rad Radiance 2000 confocal imaging system (Bio-Rad, Hercules, CA).
Percentages of cells producing NETs were determined by counting at least
100 cells per condition. Neutrophils that release DNA and elastase to form
filamentous structures were considered as producing NETSs.

Quantification of DNA released from neutrophils

Human neutrophils adhered to poly-L-lysine-coated glass coverslips were
incubated with either Leishmania promastigotes or zymosan at a multi-
plicity of infection (MOI) of 10:1 for 30 min in RPMI 1640 supplemented
with 10 mM HEPES, penicillin/streptomycin, and 2% heat-inactivated

Merge

FIGURE 1. Induction of NET by L. donovani promastigotes. A, B, Freshly isolated human neutrophils were adhered on poly-L-lysine coverslips and
incubated for 10 or 30 min with either serum-opsonized L. donovani-GFP promastigotes (4) or serum-opsonized zymosan (B). Samples were fixed and
stained for neutrophil-elastase (red) and DNA (blue) (original magnification X 100). C, Human neutrophils adhered on poly-L-lysine coverslips were in-
cubated with either serum-opsonized or unopsonized L. donovani promastigotes at a parasite-to-cell ratio of 10:1. DNA release was quantified after 30 min
of incubation. One representative experiment out of three performed in triplicate is presented as mean + SD. *p < 0.01 compared with control neutrophils.
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human serum at 37°C in a humidified incubator with 5% CO,. For neu-
trophils in suspension, cells were distributed in a 48-well plates in the same
culture medium (detailed above) and were incubated with either zymosan
or L. donovani LV9 promastigotes at a MOI of 10:1 for 120 min at 37°C in
a humidified incubator with 5% CO,. Neutrophils in suspension were
gently resuspended every 10 min. After incubation, 1 U/ml micrococcal
nuclease (Worthington Biochemical, Lakewood, NJ) in the presence of 1
mM Ca* was added for 1 h at 37°C. The nuclease activity was stopped
with 5 mM EDTA, and samples were collected. Released DNA was
quantified using the Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen/
Molecular Probes). Samples were distributed into 96-well plates and were
read in a spectrofluorometer reader (SpectraMax MS5; Molecular Devices,
Sunnyvale, CA) with a filter setting of 480 nm (excitation)/520 nm
(emission).

Phagocytosis assay in suspension

Human neutrophils (4 X 10° per well) were incubated with serum-
opsonized zymosan or with serum-opsonized L. donovani LV9 promasti-
gotes at a MOI of 3:1 in a 48-well plate in RPMI 1640 supplemented with
10 mM HEPES, penicillin/streptomycin, and 2% heat-inactivated human
serum at 37°C in a humidified incubator with 5% CO,. Cells were gently
resuspended every 10 min. After 30 min of incubation, cells were washed
with PBS and cytospinned. Cytocentrifuged slides were stained with Diff-
Quick, and phagocytosed particles were counted by light microscopy. Each
condition was analyzed in triplicate, and at least 100 cells were scored per
sumple. Results were expressed as the number of ingested particles per 100
neutrophils.

Effect of NETs on Leishmania promastigote survival

Human neutrophils were adhered to poly-L-lysine—coated coverslips (BD
Biosciences) in RPMI 1640 supplemented with 10 mM HEPES, penicillin/
streptomycin, and 2% heat-inactivated human serum. Cells pretreated or not
with DNase-1 (100 U/ml; Worthington Biochemical) were incubated with
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luciferase-expressing L. donovani 1S or L. major NIH S clone A2 pro-
mastigotes during 6 h in an incubator at 37°C with 5% CO,. Controls
consisted of promastigotes without neutrophils incubated in the absence or
presence of DNase-1. Luciferase activity was measured using a luciferase
assay system (Promega, Madison, WI). Briefly, after 6 h of incubation, cells
were lysed with 1X Cell Culture Lysis Reagent (Promega, Madison, WI)
containing 2X protease inhibitor (Roche, Laval, Canada). Luciferase ac-
tivity was quantified using a Lumat LB 9507 luminometer (EG&G Berthold,
Nashua, NH). Leishmania promastigote survival in the presence of human
neutrophils was determined as the percentage of control values (luciferase-
expressing Leishmania promastigotes incubated without neutrophils in
presence or not of DNase-1).

Influence of ROS on the induction of NETs by Leishmania
promastigotes

Human neutrophils adhered to poly-L-lysine-coated were incubated with
the NADPH oxidase inhibitor diphenyleneiodonium (DPI) (5 or 10 pM) or
catalase (1000 or 2000 U) for 30 min. Leishmania promastigotes were then
added, and after 30 min DNA release was quantified.

Incubation of neutrophils with Leishmania promastigote
supernatant

Human neutrophils adhered to poly-L-lysine~coated coverslips were incu-
bated in the absence or presence of supernatants from L. donovani pro-
mastigotes in the stationary phase of growth, and after 30 min DNA release
was quantified.

Statistical analyses

Each experiment was performed at least with three different blood donors.
Comparisons of the means within and between groups were tested with the
Student 1 test to determine statistical significance. A p value of =0.05 was
considered significant.
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FIGURE 3. Leishmania promastigotes are trapped by NETs. Human
neutrophils adhered on poly-L-lysine coverslips were incubated with L.
donovani (18 and LV9 strains), L. major, or zymosan for 10 and 30 min at
a particle-to-cell ratio of 10:1. A, Internalization of Leishmania promastigotes
or zymosan was determined on at least 100 neutrophils for each condition.
The data are the average of two independent experiments performed in
triplicate presented as mean * SD. B, C, Samples were fixed after 30 min and
were stained for the neutrophil-elastase (red) and DNA (blue). L. donovani-
GFP promastigotes are in green (original magnification X 100).

Results

Leishmania promastigotes induce the formation of NETs

To study one aspect of the interaction between Leishmania pro-
mastigotes and human neutrophils, we assessed the potential of
these parasites to induce the formation of NETs. Human neu-
trophils were incubated for various time points with serum-
opsonized L. donovani-GFP promastigotes (strain 1S), and the
presence of NET was determined by confocal immunofluorescence
microscopy. As early as 10 min after the addition of L. donovani-
GFP promastigotes, neutrophils lost their typical rounded mor-
phology and released NETs, which appear as filamentous structures
identified by the presence of DNA and elastase (Fig. 1A). NET re-
lease appears to be contact-dependent, because we observed these
structures only where neutrophils were associated with L. donovani-
GFP promastigotes (Fig. 1A). In contrast, the levels of NET induced
by serum-opsonized zymosan (Fig. 1B) were similar to the sponta-
neous baseline of NET release observed with resting neutrophils. We
observed no differences between serum-opsonized and unopsonized
promastigotes for their ability to induce the formation of NETs, as
assessed by quantification of DNA released by neutrophils (Fig. 1C).
NET formation was time-dependent, with >80% of neutrophils

having released DNA and clastase after 1 h of contact with L
donovani-GFP promastigotes (Fig. 24). We also assessed the ability
of other Leishmania strains and species to induce the formation of
NETSs by quantifying the amount of DNA released by neutrophils
30 min after the initial contact with the parasites. As shown in Fig. 2B
and 2C, promastigotcs from two strains of L. donovani (Sudanese 1S
and Ethiopian LV9) and the L. mgjor strain LV39 induced compa-
rable levels of DNA relcase. Confocal immunofluorescence micros-
copy confirmed that these Leishmania strains and species induced
the formation of NETs (data not shown). Using various ratios of
L. donovani LV9 promastigotes per neutrophil, we observed that the
release of neutrophil DNA was dose-dependent, with a 4-fold in-
crease above baseline levels for a MOI of 5:1 and a 10-fold increase
above bascline levels at a MOI of 20:1 (Fig. 2D). Similar results were
obtained with promastigotes of L. donovani 1S and L. major LV39
(data not shown).

Leishmania promastigotes are trapped by NETs

Because we observed rapid and massive formation of NETSs in
response to Leislmania promastigotes, we sought to determine
the cxtent of parasite internalization by human neutrophils. Neu-
trophils adhered to poly-1.-lysine—coated coverslips were incubated
with cither serum-opsonized promastigotes or serum-opsonized
zymosan, and internalization was assessed by confocal immuno-
fluorescence microscopy at 10 and 30 min after the addition of the
particles. As expected, 8.5 and 50.5% of neutrophils had phago-
cytosed zymosan at 10 and 30 min, respectively (Fig. 34, 3B). In
contrast, very low levels of L. donovani (both 1S and LV9 strains) or
L. major promastigotes were found to be internalized by human
ncutrophils (1%). Phagocytosis of Leishmania promastigotes by
human neutrophils thus appears to be a rare event in our experi-
mental system. Instead, as shown in Fig. 3C for L. donovani, pro-
mastigotes were found entrapped in NET fibers containing DNA
and elastase. Because promastigote-induced NET formation oc-
curred rapidly, it is possible that promastigotes get trapped before
neutrophils can internalize them. Because previous studies revealed
that Leishmania promastigotes are internalized by neutrophils in
suspension (10, 18, 33, 34), it was important to assess the extent of
Leishmania promastigote internalization and NET formation by
human neutrophils in suspension. As shown in Fig. 4, we observed
significant internalization of L. donovani promastigotes by human
neutrophils in suspension, although to a lesser extent than zymosan.
Importantly, we also found that L. donovani promastigotes induced
DNA release from human neutrophils in suspension, indicating that
NETs are produced under those conditions.

NET release occurs in the absence of the parasite virulence
Jactors LPG and GP63

Given the prominent role of the surface glycolipid LPG in the es-
tablishment of Leishmania promastigotes inside mammalian hosts
(2, 35, 36), we explored the possible role of LPG in the induction of
NETs. To this end, we incubated human neutrophils with either wild-
type (WT) L. donovani promastigotes, the LPG-defective Ipg/-KO
mutant, the Gal31,4Mana 1-POg-defective /pg2-KO mutant, or the
Ipg2-KO add-back (/pg2-KO + LPG?2). At various time points, NET
formation was assessed by confocal immunofluorescence micros-
copy and by quantifying DNA release. Similar to WT promastigotes,
both the /pg/-KO and the Ipg2-KO mutants rapidly induced the
formation of NETs and the release of DNA (Fig. 5), indicating that
neither LPG nor other GalB1,4Mana 1-PO,-containing Leishmania
glycoconjugates were responsible for the induction of NET release
by Leishmania promastigotes. Of note, we observed morphological
differences between NETs induced by WT and LPG-defective
mutants at early time points (Fig. 5C). Hence, at 10 min, NETs
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FIGURE 4. Leishmania promastigotes are internalized by human neutrophils in suspension and induce NET release. Human neutrophils in suspension
were incubated with either serum-opsonized zymosan or serum-opsonized L. donovani (LV9) promastigotes at 2 MOI of 3:1 during 30 min (A, B) or at
a MOI of 10:1 during 120 min (C). A, Diff-Quick-stained cytocentrifuge preparation showing internalized (white arrows) or noninternalized (black arrow)
L. donovani promastigotes (original magnification X100). B, Internalization of Leishmania promastigotes or zymosan was determined on at least 100
neutrophils. C, Release of DNA was quantified after 120 min. One representative experiment out of three 1o four performed in triplicate is presented as mean
+ SD in each figure. *p = 0.0002 compared with control neutrophils and neutrophils incubated with zymosan.

induced by Ipg2-KO promastigotes appeared to form clusters and the induction of NET formation, we incubated human neutrophils
looked more compact than those induced by WT promastigotes that with either zymosan or zymosan coated with purified LPG and
were more filamentous (Fig. 5C). However, at 1 h after the addition quantified DNA release. As shown in Fig. 6D, neither zymosan nor
of the promastigotes, NETs induced by both WT and Ipg2-KO par- LPG-coated zymosan induced DNA release from neutrophils. Fur-
asites were structurally similar. To confirm that LPG plays no role in thermore, in contrast to promastigotes, LPG-coated zymosan and

FIGURE 5. Induction of NET release
is independent of LPG and other GalBl,
4Mana 1-PO,-comaining L. donovani glyco-
conjugates. Human neutrophils adhered on
poly-L-lysine coverslips were incubated for
10, 30, and 60 min with either WT, [pg/-KO,
Ipg2-KO, or Ipg2-KO add-back L. donovani
promastigotes. A, The percentage of neu-
trophils producing NETs was determined by
confocal microscopy. The data are the aver-
age of three independent experiments per-
formed in triplicate presented as mean * SD.
B, Release of DNA was quantified after
30 min. One representative experiment out
of three performed in triplicate is presented
as mean * SD. #p < 0.05 compared with
resting neutrophils. C, At the indicated time
points, samples were fixed and stained for
the neutrophil-elastase (red) and DNA (blue).
L. donovani-GFP promastigotes are in green
(original magnification X 100).
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zymosan were cqually internalized by human neutrophils (Fig. 6).
The surface GPl-anchored metalloproteinase GP63 is another abun-
dant promastigote surface molecule that contributes to the estab-
lishment of infection within mammals (31). To assess its possible
role in the induction of NET release, we incubated human ncu-
trophils with either WT L. major promastigotes, the gp63-KO mu-
tant, or the rescued gp63-KO add-back. After 30 min of incubation,
we assessed NET formation by confocal immunofluorescence, and
we quantified the amount of DNA released by the neutrophils. As
shown in Fig. 7A, WT, gp63-KO and gp63-KO add-back L. major
promastigotes induced similar levels of NETs and DNA release from
neutrophils, indicating that GP63 is not responsible for the induction
of NET formation by Leishmmania promastigotes. We also tested
whether soluble factors released by promastigotes could induce the
relcase of NET. As shown in Fig. 78, addition of promastigote-
conditioned medium that contains Leishmania exosomes (37) to
neutrophils did not trigger the release of DNA.

LPG confers L. donovani promastigote resistance to the
antimicrobial activity of NETs

Because NETs possess potent antimicrobial activity, we deter-
mined the impact of NET release on the viability of L. donovani
promastigotes. We included /pg/-KO L. donovani promastigotes
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in this assessment, because LPG forms a dense glycocalyx at the
promastigote surface that protects the parasite from microbicidal
molecules (4). To this end, we incubated human neutrophils with
luciferase-expressing L. donovani promastigotes (WT, Ipgl-KO,
and the rescued /pgl-KO add-back), and we measured luciferase
activity after 6 h of incubation. As shown in Fig. 84, Ipg/-KO
promastigote survival was significantly reduced compared with
that of either wild-type or rescued /pg/-KO add-back promasti-
gotes. The antimicrobial activity of NET can be abrogated with
DNase-1 treatment of ncutrophils (19, 38). We thus incubated
human neutrophils with luciferase-expressing L. donovani WT and
Ipg 1-KO promastigotes in the absence or presence of DNase-1,
and we measured luciferase activity after 6 h of incubation. As
shown in Fig. 8B, IpgI-KO promastigote survival was restored in
the presence of DNase-1, indicating that LPG confers L. donovani
promastigotes the ability to resist the microbicidal activity of
NET. Of note, resistance to the antimicrobial activity of NET was
also observed with L. major promastigotes (Fig. 8C).

ROS are not involved in the induction of NETs by Leishmania
promastigotes

Previous studies revealed that ROS production is involved in the
release of NETS (38, 39). To assess the contribution of ROS in the
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FIGURE 6. LPG does not interfere with phagocytosis in human neutrophils. Human neutrophils adhered on poly-L-lysine coverslips were incubated for 30 min
with either zymosan or zymosan coated with purified L. donovani LPG at a particle-to-cell ratio of 10:1. A, Phagocytosis of zymosan and LPG-coated zymosan was
assessed by confocal microscopy by calculating the number of particles per 100 neutrophils. One representative experiment out of three performed in triplicate is
presented as mean * SD. B, The particle distribution per neutrophil was determined on at least 100 cells and expressed as a percentage of neutrophils containing
one, two, three, four, or five particles. One representative experiment out of three performed in triplicate is presented as mean * SD. C, Samples were fixed and
stained for LPG (red) and DNA (blue). Zymosan is in green (natural autofluorescence). D, Release of DNA was quantified after 30 min. One representative
experiment out of three performed in triplicate is presented as mean * SD (original magnification X 100). *p << 0.001 compared with resting neutrophils.
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FIGURE 7. NET release is not mediated by GP63 or a secreted factor.
Human neutrophils adhered on poly-L-lysine coverslips were incubated for
30 min with either WT, gp63-KO, or gp63-KO add-back L. major promas-
tigotes. A, Samples were fixed and stained for the neutrophil-elastase
(green), DNA (blue), and L. major promastigotes (anti-LPG, red) (upper
panel). Release of DNA was quantified afier 30 min (Jower panel). One
representative experiment out of three performed in triplicate is presented as
mean * SD (original magnification X 100). B, Adherent human neutrophils
were incubated with either L. donovani promastigotes or promastigote-
conditioned medium. After 30 min, release of DNA was quantified. Results
are the average of three independent experiments performed in triplicate
presented as mean * SD. *p < 0.05 compared with resting neutrophils.

release of NETs, we incubated neutrophils in the absence or
presence of either catalase or DPI before the addition of pro-
mastigotes. As shown in Fig. 9, we did not observe any significant
effect of the ROS inhibition on the release of NETs induced by
L. donovani promastigotes, suggesting that a ROS-independent
mechanism is involved in this process.

Discussion

In the current study, we report that although L. donovani promas-
tigotes induce and are trapped by NETs, the surface glycolipid LPG
enables these parasites to resist the microbicidal activity of these
structures. The observation that induction of NET release was in-
dependent of the promastigote opsonization status suggested that
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FIGURE 8. L. donovani promastigotes are resistant to the antimicrobial
activity of NETSs. A, Human neutrophils adhered on poly-L-lysine coverslips
were incubated at a MOI of 10:1 with opsonized L. donovani 1S promas-
tigotes (WT, Ipg1-KO, and rescued /pg/-KO add-back) expressing lucifer-
ase. After 6 h, promastigote survival was determined by dividing the
luciferase activity relative light units (RLUSs) in presence of neutrophils by
the luciferase activity in the absence of neutrophils. One representative
experiment out of four performed in triplicate is presented as mean + SD. B,
Adhered neutrophils were incubated in the absence or the presence of
DNase-1 before the addition of L. donovani promastigotes (WT and Ipg /-
KO) expressing luciferase at a MOl of 10:1. After 6 h, promastigote survival
was determined as described in A. One representative experiment out of two
performed in triplicate is presented as mean + SD. C, Adhered neutrophils
were incubated at a MOI of 10:1 with either L. donovani (18) or L. major
(NIH S clone A2) promastigotes expressing luciferase. After 6 h, promas-
tigote survival was determined as described in A. One representative ex-
periment out of three performed in triplicate is presented as mean * SD.
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FIGURE 9. Induction of NET release by L. donovani promastigotes is
independent of the oxidative burst. Human neutrophils adhered on poly-L-
lysine coverslips were incubated in the absence or presence of either
catalase or DPI prior to the addition of L. donovani promastigotes. After 30
min, release of DNA was quantified. One representative experiment out of
three performed in triplicate is presented as mean * SD. *p < 0.01
compared with resting neutrophils.

a parasite component was responsible for this induction. To identify
the parasite molecule(s) potentially involved in this process, we
assessed the role of two well-characterized abundant promastigote
surface virulence factors, namely, LPG and the glycoprotein GP63.
Mutants lacking LPG and related phosphoglycans as well as a
mutant lacking GP63 induced NET release and were trapped to the
same extent as WT parasites. Thus, neither LPG, phosphoglycans,
nor GP63 are responsible for the rapid induction of NET release by
Leishmania promastigotes. This is in contrast to the conclusion of
Guimardes-Costa et al. (21) and colleagues who reported that the
addition of purified LPG from Leishmania amazonensis promasti-
gotes to human neutrophils was sufficient to induce NET release.
Several factors may explain the discrepancy between our results and
those reported by Guimardes-Costa et al. (21), including the high
concentration of purified LPG (10 pg/ml) used to induce DNA re-
lease as well as the structure, in terms of carbohydrate modifications
(40). In addition, LPG presented to neutrophils under the form of
micelles may elicit cellular responses not observed when presented
on particles. Indeed, we found that zymosan particles coated with
purified LPG did not trigger NET release and were internalized
to the same extent as zymosan. Data obtained with L. donovani
promastigote-conditioned medium suggested that induction of NET
release may not involve secreted molecules or exosomes (37). Of
interest, although production of ROS is an important stimulus for
the release of NETs (39), we could not demonstrate the involvement
of ROS in the promastigote-induced NET release. Thus, although
the mechanism by which Leisiunania promastigotes elicit the rapid
release of NETSs clearly remains to be elucidated, our data suggest
the existence of a ROS-independent mechanism.

Most microorganisms trapped by NETS are killed in contact with
the high local concentrations of antimicrobial molecules present
in these structures, which include histones, calprotectin, and the
bactericidal/permeability-increasing protein (19, 23, 41). However,
some pathogens have evolved strategies to escape trapping and/or
killing by NETs. One such strategy used by Strepiococcus pneu-
moniae and Strepiococcus pyogenes, consists of producing a DNase
that degrades the DNA backbone of NETs (42, 43). Additionally,
the polysaccharide capsule of S. pneumoniae was found to reduce
trapping by NETs, whereas b-alanylation of lipoteichoic acid con-
tributes to the resistance to NET killing by providing positive charge
to the bacterial surface (44). Another escape mechanism consists of

avoiding NET induction. Hence, the hydrophobin RodA, the major
surface component of Aspergillus fumigatus conidia, enables this
form of the fungus to evade the triggering of NET formation (45). In
the case of L. donovani promastigotes, our results indicate that LPG
confers resistance to the microbicidal activity of NETs. Previous
studies revealed that the dense glycocalyx formed by LPG at the
promastigote surface protects the parasite from hydrolytic enzymes
present in the sand fly midgut and from the lytic components of
complement (4, 35, 46). We propose that LPG acts as a physical
barrier to protect promastigotes from the antimicrobial molecules
present in NETs. Thus, similar to Mycobacterium tuberculosis (26),
L. donovani promastigotes are trapped by NETs but evade the an-
timicrobial activity of these structures. It was recently reported that
L. amazonensis promastigotes are killed by NETs (21). The dis-
crepancy between those data and our results suggests that L. ama-
zonensis, L. donovani, and L. major are differentially resistant to the
antimicrobial activity of NETs. Alternatively, different experimental
procedures may account for this discrepancy. Hence, Guimardes-
Costa et al. (21) performed their killing assay by incubating L.
amazonensis promastigotes with PMA-activated neutrophils or
with supernatants from PMA-activated neutrophils, whereas we
incubated L. donovani and L. major promastigotes with neutrophils
adhered to poly-L-lysine-coated coverslips. Further studies will be
required to address this issue.

Much attention has been recently devoted to the internalization of
Leishmania promastigotes by neutrophils and the consequences of
this process on infection (7, 47, 48). Under the experimental con-
ditions used in this study to visualize NETs (neutrophils adhered to
poly-L-lysine—coated coverslips), internalization of promastigotes
by neutrophils was an unfrequent event. This does not exclude the
fact that internalized promastigotes may survive in a compartment
lacking appropriate microbicidal components (10) and thus enter
macrophages according either to the Trojan horse strategy (12, 13,
49, 50) or the “Trojan rabbit” strategy (7, 11). However, consistent
with previous reports, we found that human neutrophils in sus-
pension significantly internalized L. donovani promastigotes, albeit
to a lower extent than zymosan. More importantly, we found that
neutrophils in suspension produced NET, as assessed by the
quantification of DNA release. Interestingly, careful examination of
a figure from an earlier study by Pearson and Steigbigel (33)
showing Giemsa-stained cytocentrifuged neutrophils incubated for
3 h with L. donovani promastigotes strongly suggests that most
neutrophils were dying, perhaps as a consequence of NET release.

NETs were reported in patients and in various experimental
models of infection, where they may contribute to the confinement
and/or killing of pathogens as well as the modulation of host immune
responses (19, 21, 23, 42, 43, 45). In the context of Leishmania
infection, NETs were observed in lesion biopsies of patients with
active cutaneous leishmaniasis, and it was proposed that they could
be relevant to control the parasite burden (21). The release and
impact of NETSs in vivo after inoculation of Leishmania promasti-
gotes by the sand fly remain to be demonstrated, and the effect of
sand fly saliva on the modulation of NET release and antimicrobial
activity is an important issue that will need to be investigated.
Whereas Guimariies-Costa et al. (21) proposed that NETs are an
innate response that might contribute to diminish parasite burden in
the Leishmania inoculation site, based on our findings, we propose
that NETs might immobilize L. donovani promastigotes to facilitate
their uptake by mononuclear phagocytes recruited at the site of in-
oculation.
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