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Dans la présente ¢tude, 1’effet de quelques inhibiteurs spécifiques de certaines voies de
signalisation impliquées dans la régulation de la dégranulation et de la flambée respiratoire
des neutrophiles humains fMLP/CB et PMA-activés, a été étudi¢. L’activité de 1’¢élastase
libérée par les neutrophiles stimulés est exploitée pour estimer la dégranulation de ces
cellules. Tandisque, la chimiluminescence amplifiée par le luminol est utilisée pour évaluer la
flambée respiratoire des PMNs stimulés. La dégranulation des neutrophiles fMLP/CB ou
PMA-stimulés est significativement inhibée par la chelerythrine chloride, la génistéine et le
PD980590. Le wortmannin a exercé une inhibition significative sur la dégranulation des
PMNs fMLP/CB-stimulés seulement, sans affecter la dégranulation induite par le PMA.
Cependant, tous les inhibiteurs utilisés dans la présente étude ont exercé une inhibition
significative sur la flambée respiratoire des neutrophiles stimulés aussi bien par le fMLP/CB
que par le PMA. Cette étude fournit une évidence que la PKC, la PI3kinase, les tyrosine
kinases et les p42/p44 MAPK sont impliquées dans la signalisation de dégranulation et de la
flambée respiratoire au sein du neutrophile. Nos résultats fournissent une évidence que les
tyrosine kinases et les p42/p44 MAPK pourraient constituer des effecteurs cytosoliques pour
la voie de la PKC au cours de la dégranulation et de la flambée respiratoire au sein des
neutrophiles. La voie PI3kinase n’est vraisemblablement pas activée par la voie de
signalisation initiée par la PKC au cours de la dégranulation. Cependant, elle peut participer
dans la régulation de la signalisation de flambée respiratoire régie par la PKC au sein des
neutrophiles PMA-stimulés. La voie de la PKC peut conduire a I’activation des tyrosine
kinases aussi bien au cours de la dégranulation que lors de la flambée respiratoire. La
PI3kinase peut intervenir, au moins partiellement, dans la signalisation de la flambée
respiratoire régie par la PKC au sein des neutrophile. Ces différentes enzymes peuvent
constituer des voies communes pour la transduction du signal au cours la dégranulation et de

la flambée respiratoire des neutrophiles.
Mots clés : Neutrophile, Dégranulation, Flambée respiratoire, Chimiluminescence,

Signalisation.
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Abstract:

The effects of some specific inhibitors of certain signaling pathways involved in both
fMLP/CB- and PMA-stimulated human neutrophils degranulation and respiratory burst were
studied. Neutrophil degranulation was measured using elastase release as marker. While,
Luminol-enhanced chemiluminescnec was used to evaluate neutrophil respiratory burst.
Results revealed that degranulation was effectively inhibited by chelerythrine chloride,
genistein and PD98059 in both fMLP/CB and PMA-simulated neutrophils. wortmannin
showed no effect on PMA-stimulated neutrophil degranulation. On the other hand, all
inhibitors used in this study were able to inhibit both fMLP/CB and PMA-induced neutrophil
respiratory burst. The present study revealed that PKC, PI3kinase, tyrosine kinases and
p42/44 MAPK take part into the intracellular signalling network involved in both neutrophil
responses. PKC may activate tyrosine kinases and p42/44 MAPK in PMA-stimulated
neutrophils. Whereas, PI3kinase may be partially involved in neutrophil respiratory burst
triggered pay PKC signalling pathway.These enzymes may constitute a common signalling

pathways implied in both neutrophile degranulation and respiratory burst.

Key words: Neutrophil, Degranulation, Respiratory burst, Chemiluminescence, Signalling

pathways.
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PKB/AKkt: Protein kinase B

PKC: Protein kinase C
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PLC: Phospholipase C

PLD: Phospholipase D
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ROS: Reactive Oxygen Species
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INTRODUCTION

Les neutrophiles jouent un role trés important dans la défense de 1'organisme contre les
invasions pathogenes, ils représentent 1’¢lément cellulaire clé du systéme immunitaire inné.
Attirés par chimiotactisme en réponse aux différents agents activateurs, les neutrophiles sont
les premieres cellules recrutées au foyer de l'inflammation. Les neutrophiles accomplissent
leur fonction d'élimination des agents infectieux par la phagocytose, la dégranulation et la
flambée respiratoire. Ces deux dernieres se traduisent par la mobilisation des différentes
granules intracellulaires et libération d'un arsenal d'enzymes protéolytiques emmagasinées
dans ces granules, et par la production de grandes quantités de dérivés hautement toxiques
connus sous le terme d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) par I’activation d’un complexe
enzymatique, la NADPH oxydase. Ces deux fonctions sont nécessaires pour I’¢limination des
microorganismes pathogenes et les débris cellulaires ingérés.

Cependant, lorsque les mécanismes de régulation de ces fonctions échouent, le
neutrophile devient par son activation excessive la principale cause de graves lé€sions
tissulaires qui sont a 1’origine de nombreuses maladies inflammatoires chroniques telles que
l'arthrite rhumatoide, I’asthme et l'emphyseéme pulmonaire. Il en ressorte ainsi que la
compréhension des mécanismes qui régulent la signalisation impliquée dans l'activation de la
dégranulation et de la flambée respiratoire du neutrophile permettra d’établir de nouvelles
cibles thérapeutiques potentielles et précises. Il sera alors possible de moduler ces fonctions,
ce qui constituerait une intervention anti-inflammatoire hautement spécifique.

Dans ce sens notre travail s'est orienté, et a été consacré a :

o l'identification de certaines enzymes impliquées dans les voies de signalisation qui
régissent la dégranulation en utilisant quelques inhibiteurs spécifiques de ces enzymes.
L'effet de ces inhibiteurs spécifiques a été étudi¢ sur la dégranulation des neutrophiles
humains activés par le fMLP/CB ou par le PMA, en exploitant la libération de 1'élastase
leucocytaire comme marqueur de la dégranulation des neutrophiles.

o La mise en évidence de I’implication de ces enzymes dans la signalisation qui conduit a la
production des ROS au cours de la flambée respiratoire, en testant 1’effet de quelques
inhibiteurs spécifiques de ces enzymes sur la production du superoxyde par les
neutrophiles fMLP/CB- et PMA-stimulés, en utilisant la technique de Ia

chimiluminescence.
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I- Neutrophile : effecteur principal de la réponse inflammatoire

Les neutrophiles, ou polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) constituent 1’élément
cellulaire clé de I’'immunité innée, ce sont les cellules les plus importantes et les plus étudiées
de la réponse inflammatoire. Ils représentent les premicres cellules recrutées au foyer
inflammatoire ou ils accomplissent leurs fonctions phagocytaires et microbicides (Gompertz
et Stockley, 2000). Les PMNs sont des phagocytes professionnels trés mobiles qui
représentent environ 70% de I’ensemble des leucocytes (Witko-Sarsat et al., 2000).

A T’égard de tous les leucocytes, le neutrophile dérive d’une cellule souche myéloide
(my¢loblaste) dans la moelle osseuse (Witko-Sarsat et al, 2000). Sous I’effet de nombreux
facteurs de croissance, essentiellement le G-CSF et le GM-CSF, le my¢loblaste se différencie
en plusieurs étapes. Au cours de leur différenciation, les cellules deviennent plus
volumineuses et perdent leur capacité de division rapide et donnent a la fin de leur maturation
une cellule renfermant un noyau polylobé et de différents types de granules cytoplasmiques
(Fig. 1), qui est le neutrophile (Lakshman et Finn, 2001). Les neutrophiles matures demeurent
dans la moelle osseuse pendant 5 jours avant d’étre libérés dans la circulation. Aprés avoir
circulé 6 a 8 heure ou ils peuvent étre activés par de différents stimuli, les PMNs migrent vers
les tissus périphériques ou ils survivent de 2 a 5 jours (Janeway et al., 2001). L’absence ou le
dysfonctionnement des neutrophiles provoque des infections récidivantes séveres méme

lorsque la réponse immunitaire acquise fonctionne correctement (Lakshman et Finn, 2001).

Granules

intracellulaires

Noyau

Figure 1 : Neutrophile humain au repos. (Witko-Sarsat et al., 2000).



1. 1. Fonctions du neutrophile

Le neutrophile joue un important role dans la premiere ligne cellulaire de défense de
I’organisme contre les agressions étrangeres. La réponse des neutrophiles au cours de la
réaction inflammatoire est un processus complexe qui implique de nombreuses étapes.
Au cours de la phase précoce de I’inflammation, les neutrophiles circulants répondent aux
différents médiateurs pro-inflammatoires (C5a, PAF, LTB,, I1-8, TNF,...etc.) ce qui aboutit a
leur activation et leur marginalisation vers les parois des vaisseaux sanguins périphériques
(Liu et al., 2003). Au niveau de la paroi interne des vaisseaux, les neutrophiles établissent des
interactions avec les cellules endothéliales activées ce qui entraine leur roulement, leur
adhésion ferme aux parois, le changement de leur morphologie puis leur diapédese vers
I’espace extracellulaire (Fig. 2) (Seely et al., 2003). L’interaction entre les neutrophiles et les
cellules endothéliales est facilitée par de nombreuses molécules d’adhésion exprimées a la
surface du neutrophile (L-selectines, PECAMs et les intégrines) ainsi qu’a la membrane des
cellules endothéliales (E-selectines, ICAMs) (Wagner et Roth, 2000). Une fois dans 1’espace
extravasculaire, les neutrophiles sont attirés sous [’effet de nombreux facteurs dits
chimioattractants (Tab. 1) qui confeérent aux PMNs un mouvement unidirectionnel orienté
vers le foyer inflammatoire. Les neutrophiles migrent suivant un gradient créé par des
concentrations croissantes du chimioattractant (Liu et al.,, 2003). Les substances
chimiotactiques possedent au niveau de la membrane plasmique des PMNs des récepteurs
couplés a une protéine G, qui sont distribués a la surface des PMNs activés de fagon a
polariser les cellules dans le sens du gradient (Witko-Sarsat et al., 2000).
Arrivé au site d’infection, le neutrophile entreprend sa fonction d’élimination des agents
pathogénes par phagocytose. La membrane du neutrophile étend des pseudopodes qui
entourent et internalisent les microorganismes qui se trouvent opsoniser essentiellement par le
fragment C3b du complément et les immunoglobulines de la classe G et M (Seely et al.,
2003). Les particules opsonisées s’attachent passivement au neutrophile via des interactions
entre les opsonines et leurs récepteurs leucocytaires (CR; et FCyR). La membrane du
neutrophile s’invagine ensuite au niveau de la zone de contact établi avec le pathogeéne qui
finit par étre complétement internalisé dans un phagosome pour y étre détruit (Roos et Van

Bruggen, 2000).



Adhesion

Figure 2 : Activation du neutrophile au cours de I’inflammation. (1) Captation et roulement
des PMNSs. (2) Adhésion ferme a 1’endothélium vasculaire. (3) Transmigration vers 1’espace
extravasculaire. (4) Migration orientée vers le foyer de inflammation. (5) Elimination in situ
des ¢éléments étrangers par génération des ROS, et libération des granules intracellulaires
contenant les substances microbicides (Seely et al., 2003).



Tableau 1 : Chimioattractants du neutrophile (Seely et al., 2003).

Non spécifiques
Spécifiques

Interleukine-8 Complement fragment C5a
Granulocyte Chemotactic Protein (GCP)-2 Tumor Necrosis Factor (TNF)
Endothelial cell-derived neutrophil attractant | Monocyte Chemoattractant Protein
(ENA)-78 (MCP)-1,-2,-3,-4
Neutrophil-Activated Peptide (NAP)-2 f-Met-Leu-Phe (fMLP)
Growth-Related Oncogene (GRO)-a.,-3,-y Macrophage Chemotactic and Activating Factor
Macrophage Inflammatory Protein (MIP)-1,-2 (MCAF)
Platelet Factor (PF)-4 Platelet Activating Factor (PAF)
Mast cell-derived chemotactic factor RANTES
5-Hydroxyeicosatetraeinoic acid Casein

Leukotriene-B, (LTBy)

La fonction phagocytaire des neutrophiles est accélérée par la libération de
nombreuses enzymes lytiques au cours de la dégranulation (Lakchmann et Finn, 2001). Le
neutrophile est équipé de quatre types de granules intracellulaires qui renferment des
substances microbicides, protéines et enzymes lytiques telles que les protéases, les matrice-
métalloprotéinases et la myélopéroxydase (Borregaard et Cowland, 1997). La fusion des
granules intracellulaires avec le phagosome permet de I’enrichir avec de nombreuses
substances protéolytiques nécessaires pour la destruction des pathogenes (Seely et al., 2003).
Ces enzymes lytiques peuvent également étre libérées dans 1’espace extracellulaire ou elles
peuvent causer de graves lésions tissulaires, conduisant dans certains cas a des pathologies
inflamatoires chroniques (Witko-Sarsat et al., 2000).

A coté de I’arsenal enzymatique et microbicide emmagasiné dans les différentes granules, le
neutrophile dispose d’un mécanisme trés puissant pour détruire les agents pathogenes.

L’activation du neutrophile par différents facteurs induit la production de grandes quantités
d’anion superoxyde (O, ) par une enzyme associée a la membrane du phagosome et celle des

PMNs, la NADPH oxydase (Roos, 1991). L’anion superoxyde est le précurseur essentiel des
autres especes réactives de I’oxygene (Reactive Oxygen Species, ROS) générées au cours d’un
processus dit flambée respiratoire (Babior, 2002).

La destruction des agents pathogenes est améliorée par la combinaison de I’action des
protéines lytiques issues de la dégranulation et ’effet des produits de la flambée respiratoire.
Ces produits sont munies d’un pouvoir microbicide potentiel, mais elles sont aussi tres

déléteres pour les composants cellulaires et tissulaires (Gustafson, 1995 ; Frasch et al., 1998).




1. 1. 1. Dégranulation du neutrophile

1. 1. 1. 1. Différentes granules du neutrophile

Le neutrophile dispose d'un grand nombre de protéines lytiques et de substances microbicides
renfermées dans des structures intracellulaires dites granules leucocytaires. En effet, quatre
types de granules/vésicules sont présents dans le cytoplasme du neutrophile quiescent :
granules azurophiles, granules spécifiques, granules a gélatinases et vésicules sécrétoires. Ces
granules différent les unes des autres non seulement par leur contenu intragranulaire mais
aussi par les marqueurs exprimés sur leurs membranes (Tab. 2).

a. Granules azurophiles (primaires) : ce sont les premieres granules a apparaitre au cours de
la différenciation du neutrophile, mais avec la maturation leur nombre décroit (Witko-Sarsat
et al, 2000). Ces granules sont des peroxydase-positives caractérisées par leur haute teneur en
my¢loperoxydase (MPO). Les granules azurophiles renferment des hydrolases acides et des
substances bactéricides telles que les sérines protéases (Borregaard et Cowland, 1997 ;
Faurschou et al, 2002).

b. Granules spécifiques (secondaires): elles sont formées dans les myélocytes,
métamyeélocytes et les neutrophiles segmentés (Ligeti et Modcsai, 1999; Faurschou et
Borregaard, 2003). Ces granules sont identifiées grace a leur haute teneur en lactoferrine,
mais elles sont peroxydase-négatives (Borregaard et Cowland, 1997; Faurschou et
Borregaard, 2003). Les granules spécifiques renferment également des taux considérables de
substances antibiotiques, et sont mobilisées plus rapidement que les granules azurophiles au
cours de l'exocytose (Faurschou ef Borregaard, 2003).

c. Granules a gélatinase (tertiaires) : ces granules se forment parallélement aux granules
spécifiques, et par conséquent elles sont péroxydase-négatives, mais contrairement a ces
dernicres elles sont de petite taille. Ces granules sont riches en gélatinase et en autres
métalloprotéinases (collagénases et leukolysines), comme elles expriment le cytochrome bssg
sur leur membrane plasmique (Faurschou et Borregaard, 2003). Au cours de la dégranulation,
les granules a gélatinase sont mobilisées plus aisément que des granules spécifiques
(Borregaard et Cowland, 1997).

d. Vésicules sécrétoires : Les vésicules sécrétoires apparaissent au cours de la maturation des
neutrophiles, elles pourraient étre d’origine endocytaire parce qu'elles contiennent des
protéines de plasma telles que 1'albumine, qui sert de marqueur pour ces vésicules (Borregaard

et Cowland, 1997). Ces vésicules constituent un réservoir des récepteurs associés a la

membrane qui sont nécessaires a la phase précoce de la réponse inflammatoire gouvernée par



Tableau 2: Constituants essentiels des différentes granules du neutrophile humain (Faurschou

et Borregaard, 2003).

Granules azurophiles

Granules spécifiques

Granules a gélatinase

Vésicules sécrétoires

Acide B-glycerophosphatase

B,-Microglobuline

Acetytransférase

Protéines plasmatiques (y

RAP1, RAP 2

SCAMP

SNAP-23,-25

Récepteur de
thrombospondine
Récepteur de TNF
VAMP-2

Récepteur de vitronectine

Acide mucopolysaccharide | Collagénase B,-Microglobuline compris la tetranectine)
a-Antitrypsine CRISP-3(SGP28) CRISP-3
a-Mannosidase Gélatinase G¢élatinases
Azurocidine hCAP-18 Lysosyme
BP1 Histaminase
B-Glycerophosphatase Heparanase
,§ Cathepsines Lactoferrine
‘E Defensines Lysosyme
E Elastase NGAL
Lysosyme uPA
MPO Sialidase
N-acetyl-B-Glucosaminidase | Transcobalamine-1
Protéinase-3
Sialidase
Ubiquitin-protein
CD63, CD68 CD11b/CD18 CD11b/CD18 Phosphatase alcaline
Presenilin 1 CD15, CD66, CD67 Cytochrome b;sg CD11b/CD18
Stomatin Cytochrome bssg Enzyme de deacetylation du | CD13, CD14, CD16
Récepteur de I'TMLP diacylglycerol CRI1
Récepteur de fibronectine | Récepteur de I'fMLP Récepteur Cla
Sous-unit¢ o de la | Leukolysine Cytochrome bssg
protéine G NRAMP-1 DAF(Decay-acceleratng
Récepteur de laminine SNAP-23,-25 factor)
. Leukolysine Récepteur de I'uPA Leukolysine
§ L'antigéne NB1 H'-ATPase de type V VAMP-2
§ Protéine de 19 KDa
; Protéine de 155 KDa




les neutrophiles (Faurschou et Borregaard, 2003). Les vésicules sécrétoires sont les
granules les plus mobilisées dans le neutrophile, mais elles ne font pas une partie des
vésicules constitutives d'endocytose/exocytose. Une fois mobilisées, les vésicules sécrétoires
ne sont plus reformées que ce soit in vitro ou in vivo (Ligeti et Mdcsai, 1999).

La formation de ces différentes granules apparait pendant la différenciation du
neutrophile, la granulogenése prend place quand les vésicules immatures de transport qui
dérivent de l'appareil de Golgi fusionnent entre elles (Borregaard et Cowland, 1997;
Faurschou et Borregaard, 2003). Cependant, il parait qu’il n'y a pas d'adressage individuel des
protéines vers chaque type de granules, mais au moment de leur synthése elles s'accumulent
dans le type de granule en formation (Faurschou ef Borregaard, 2003).

Au cours de l'activation des PMNs, ces différentes granules sont mobilisées pour
déverser leur contenu soit dans les phagosomes, soit dans Il'espaces extracellulaire.
L'exocytose des granules leucocytaires conduit a la libération des protéines stockées, et la
translocation de protéines spécifiques vers la membrane plasmique. Ces deux processus ont

une grande importance dans la fonction défensive du neutrophile (Ligeti e Mdcsai, 1999).

1. 1. 1. 2. Mécanisme de dégranulation

La mobilisation des différentes granules intracellulaires du neutrophile montre une
différence dans leur disponibilit¢ pour l'exocytose (Faurschou et Borregaard, 2003). La
cinétique de libération du contenu des granules leucocytaires refléte une hiérarchie stricte de
mobilisation aussi bien in vivo qu’in vitro. Les vésicules sécrétoires sont les plus rapidement
libérées suivies des granules a gélatinase, tandis que la libération des granules spécifiques se
fait plus lentement (Ligeti e Mocsai, 1999). Ces différentes granules sont mobilisées a des
moments différents de I'activation du neutrophile et selon des stimulations hiérarchisées. Cette
hiérarchie semble étre ajustée aux roles que ces différents organites jouent pendant
lI'implication du neutrophile dans l'inflammation (Borregaard et Cowland, 1997). La
stimulation in vitro des PMNs avec des concentrations de l'ordre du nanomolaire des
médiateurs inflammatoires tels que le fMLP meéne a une exocytose rapide et presque
complete des granules. La stimulation avec des agonistes plus puissants comme le PMA
(phorbol 12-myristate 13-acétate) induit une libération exhaustive des granules a gélatinase,
une libération modérée des granules spécifiques, et une faible exocytose des granules
azurophiles.

L'élévation de la concentration du Ca>" cytosolique parait jouer un réle important dans

I’induction de l'exocytose des granules dans une variété de cellules (Sengelov ef al., 1993). La



dégranulation en réponse au calcium semble, par ailleurs, étre biphasique: la premiere phase
de haute affinité au calcium (faible concentration du Ca®") correspond a l'exocytose des
granules spécifiques et celles a gélatinase. La seconde phase de faible affinité (forte
concentration du Ca’") correspond la sécrétion des granules azurophiles (Sengelov et al,
1993). Cette différence de sensibilité des diverses populations de granules au Ca®" peut étre
liée aux variations de régulation des annexines (I, IL,....XI), un groupe de protéines régulées
par le Ca®" et qui interviennent dans l'agrégation et la fusion des vésicules avec la membrane
plasmique (Borregaard et Cowland, 1997; Ligeti et Mdcsai, 1999). En outre, le calcium
pourrait favoriser la dégranulation du neutrophile en agissant sur les interactions entre les
SNAP (Soluble NSF attachement protein) et les SNARE (SNAP receptor proteins). Les
SNARESs sont des protéines ubiquitaires et hautement conservées composant une machinerie
d'accostage et de fusion de vésicules (Faurschou et Borregaard, 2003). Chaque vésicule de
transport exprime sur sa membrane un V-SNARE (vesicle Soluble NSF Acceptor REceptor)
qui reconnait et interagit spécifiquement avec un seul type de t-SNARE (target SNARE)
présent sur la membrane plasmique (Fig. 3). L’intervention du calcium renforce I’interaction
v-SNARE - t-SNARE et facilite la fusion des deux membranes. Apreés la fusion, le
recrutement de SANP et d'une ATPase cytosolique, le NSF (N-ethymaleimide Sensitif Factor)
qui permet l'hydrolyse de I’ATP et entraine la dissociation du complexe et l'incorporation de
la membrane de granule dans la membrane de la cellule (Chen et Scheller, 2001).

Dans le neutrophile, les protéines t-SNAREs, syntaxine-4 et -6 sont détectées
exclusivement dans la membrane plasmique; alors que les v-SNAREs, VAMP-2 (Vesicle
Associated Membrane Protein) et SCAMP (Secretory Carrier Membrane Protein) sont
présentes au niveau de la membrane des vésicules sécrétoires, les granules a gélatinase et les
granules spécifiques. Les SNAP-23 et -25 (Synaptosome Associated Protein 23 et 25) sont
trouvés principalement au niveau des membranes des granules peroxydase-négatives (Martin-
Martin et al., 2000; Faurschou et Borregaard, 2003).

Une fois le neutrophile stimulé, les granules déversent leur contenu dans le phagosome
ou dans le compartiment extracellulaire, alors que leurs membranes s'incorporent dans la
membrane plasmique. La libération des différentes populations de granules est d’'une grande
importance pour ’activité défensive du neutrophile (Ligeti e Mdcsai, 1999). Dés les premiers
roulements du neutrophile sur 1'endothélium, les vésicules sécrétoires sont mobilisées grace a
la présence du CD11b sur leurs membranes qui permet au neutrophile activé d’établir des

interactions fermes avec 'endothélium.



t-SNARE

"Flrn
L]

Figure 3 : Modele SNARE proposé pour expliquer la libération des granules du neutrophile.
(1) Le v-SNARE reconnait spécifiquement un t-SNARE présent sur la membrane plasmique.
(2) L’assemblage des SNAREs permettrait (3) I’ancrage de la vésicule a la membrane puis (4)
la fusion des deux membrane et la libération du contenu granulaire. (5) La liaison de SNAP
permet la fixation de SNF. (6) I’hydrolyse de I’ATP par NSF permettrait la dissociation des
SNARESs (Adapté de Chen et Scheller, 2001).

Quant aux granules a gélatinase, elles facilitent au neutrophile le franchissement de la
membrane basale grace aux différentes matrice-métalloprotéinases qu'elles renferment.
Tandisque Les granules spécifiques et azurophiles sont chargées de 1'élimination des
microorganismes entourés dans les phagosomes. Les granules spécifiques assurent la
disponibilité du cytochrome bssg, constituant majeur de la NADPH oxydase; tandis que les
granules azurophiles disposent d'un arsenal microbicide trés puissant. Ainsi, la sécrétion de la
my¢loperoxydase couplée a la NADPH oxydase activée entraine la production des ROS

responsables de l'activité bactéricide oxygene-dépendante des PMNs (Roos, 1991).



1. 1. 2. Flambée respiratoire du neutrophile
Un des plus importants événements au cours de l'activation du neutrophile est la flambée
respiratoire, qui se caractérise par une augmentation de la consommation de l'oxygene du

milieu environnant par le neutrophile. Cette consommation excessive de 'O, se traduit par la
production de quantités énormes de l'anion superoxyde (O, "), qui représente le premier

précurseur indispensable pour la formation d'autres dérivés toxiques de 1'0, regroupés sous le
terme d'especes réactives de 1'oxygene (ROS) (Roos, 1991; Babior, 2002).

La génération des oxydants microbicides par le neutrophile résulte de 1'activation d'un
complexe enzymatique multiprotéique, NADPH oxydase (Quinn et Gauss, 2004), qui catalyse
le transfert d'un seul électron de NADPH cytosolique a l'oxygene moléculaire (O;)
extracellulaire ou intraphagosomial (Sheppard et al., 2005). Le processus de la flambée
respiratoire est capital pour éliminer les microorganismes pathogenes, tel qu’il est montré par
la susceptibilit¢é accrue aux infections des individus atteints de la CGD (Chronic
Granulomatous Disease) qui est une maladie génétique caractérisée par une NADPH oxydase

absente ou inactive (Nauseef et al., 1990; Hampton et al., 1998; Quinn et Gauss, 2004).

1. 1. 2. 1. NADPH oxydase

La NADPH oxydase est un systeme producteur d'anions superoxydes, il est localisé
dans les phagocytes (neutrophiles, éosinophiles et monocytes/macrophages) et méme dans

d’autres types cellulaires, telles que les cellules endothéliales (Roos, 1991). La NADPH
oxydase catalyse la production d' O, par réduction monoélectronique de 1'0,, en utilisant

comme donneur d'électron le NADPH suivant la réaction :

NADPH + 20, » NADP" + H + 20,

1. Organisation de la NADPH Oxydase

De point de vue structure, la NADPH oxydase est un complexe enzymatique
multiprotéique constitué¢ d'au moins six composants répartis entre la membrane plasmique et
le cytosol (Fig. 4).
a. Composants membranaires

La NADPH oxydase des neutrophiles est constituée d'une flavohémoprotéine associée
a la membrane plasmique et a celle des granules spécifiques qui joue le role du centre redox
(El Benna et al., 1997; Babior, 1999). Le cytochrome bssg est une protéine hétérodimérique

constituée de 2 sous unités, une sous unité glycosylée de 91 KDa (gp917"*) et une autre plus



petite non glycosylée de 22 KDa (p22”"°") qui vient s'associe & la gp91”"** de fagon non
covalente afin d’assurer sa stabilité¢ au niveau de la membrane (Sumimoto ef al., 1996; Regier
et al., 2000). Le cytochrome bsss comporte deux hémes et deux sites pour le FAD et pour le
NADPH, ainsi il posséde toute la machinerie requise pour le transfert d'¢lectrons du NADPH
a 'Oy (Regier et al., 2000; Quinn et Gauss, 2004). La membrane plasmique renferme
¢galement, une petite GTPase de la famille des Ras, la Rap-1A qui se trouve associée au
cytochrome bssg (Quinn et Gauss, 2004 ; Sheppard et al., 2005).

b. Composants cytosoliques

Les composants cytosoliques de la NADPH oxydase sont des protéines solubles d'un
poids moléculaire de 40, 47 et 67 KDa appelées p407"*, p47""** et p67”"*, respectivement
(Clark, 1999). La p47°"** est une protéine hautement basique, elle renferme de nombreux sites
de phosphorylation (résidues 314-347), une paire de domaines Src Homology 3 (SH3), un
domaine C-terminal riche en proline ainsi qu’un domaine N-terminal phox homology (PX
domain). La p67”"*" contient deux domaines SH3, un domaine riche en proline et quatre
motifs TPR (Tetratricopeptide Repeat motif) portés sur le domaine N-terminal. Tandisque, la
p40°"°* comprend un seul domaine SH3, un domaine PX et un motif C-terminal Phox et Cdc
(PC domain) (Fig. 4). Chez le neutrophile quiescent, ces trois protéines forment un complexe
multimérique d'environ 250 KDa constitué de taux équimolaires (1:1:1) de p40”", p477"* et
p67°"* (Babior, 1999). Ce complexe est stabilisé, en partie, par des interactions au niveau des
domaines SH3 qui sont renforcées par des interactions additionnelles entre le domaine C-
terminal riche en proline de la p47”"* et le domaine C-terminal SH3 de la p67”"*. Ces
interactions maintiennent le complexe cytosolique sous un état inactif et empéchent sa
translocation vers la membrane plasmique, et par conséquent empéchent son association avec
le cytochrome bssg (Quinn et Gauss, 2004).

En plus des trois protéines cytosoliques, un quatrieme facteur cytosolique a été
identifié, il s'agit d'une petite protéine G monomérique appelée Rac (1/2). La protéine Rac est
une petite GTPase de la sous-famille des Rho liée au GDP a 1'état inactif (Heywoorth et al.,
1999; Bokoch et Diebold, 2002; Li et al., 2002).

2. Assemblage et Activation de la NADPH oxydase
Au sein du neutrophile non activé, la NADPH oxydase apparait comme un complexe
enzymatique multimérique inactif. L’activation de cette enzyme nécessite la translocation et
I’assemblage de ses composants au niveau de la membrane plasmique (Dang et al,. 1999).

Aprés l'activation du neutrophile, les composants cytosoliques (p407™, p47°", p67°"* et



Rac) migrent vers la membrane plasmique, ou ils s'associent au flavocytochrome bsss
(Sheppard et al., 2005). L'assemblage de la NADPH oxydase nécessite la phosphorylation des
différents composants du complexe multimérique (Sumimoto et al., 1996).

Les composants cytosoliques p407"*, p47°"** et p67°"* forment un complexe dans le
cytosol du neutrophile non activé. La formation d’un tel complexe constitue un mécanisme de
régulation négative par auto-inhibition de la NADPH oxydase (Quinn et Gauss, 2004). Au
cours de I’activation du neutrophile, une cascade de phosphorylation prend place au niveau de
la membrane plasmique et dans le cytosol. Grace a leurs multiples sites de phosphorylation
les effecteurs cytosoliques de la NADPH oxydase constituent une cible éminente pour ces
phosphorylations (Sumimoto ef al., 1996; Clark, 1999).

La phosphorylation de la p477"" et de la p67”" induit un changement
conformationnel de ces sous unités et entraine leur translocation vers la membrane plasmique
ol elles s’associent avec les composants du cytochrome bsss (gp917" et p22°"%%)
phosphorylés & leur tour aussi (Quinn e Gauss, 2004 ; Sheppard et al., 2005). La
translocation de p47”"** est indispensable pour la translocation de la p67”"* vers la membrane,
ces deux protéines subissent des phosphorylations au niveau des résidus séryl, thréonyl et
tyrosyl (El Benna et al., 1997). Alors que, la p40”*** parait réguler négativement l'activation
du complexe oxydase (Quinn et Gauss, 2004). La translocation de la Rac vers la membrane
nécessite I'échange du GDP contre le GTP via I’intervention d’un facteur protéique, le GEF
(Guanine Exchange Factor). Cet échange s'accompagne avec la dissociation du complexe de
la protéine GDI (GDP-Dissociation Inhibitor) qui maintient la Rac sous forme inactive liée au

GDP dans le cytosol, loin de ses cibles membranaires (Bokoch e Diebold, 2002).

7ph0x 7ph ox

La phosphorylation des sous unités cytoplasmiques p4 , p6 etla présence du
cytochrome bsss (site d'ancrage pour les composants cytosoliques) a la membrane plasmique
sont des évenements indispensables dans le processus de translocation puis d'activation de la
NADPH oxydase (Fig. 5) (Babior, 1999). Cependant, les petites GTPases Rac (1/2) et Rap 1A
paraient jouer le role de protéines adaptatrices qui facilitent 1’association entre les composants
cytosoliques et membranaires de la NADPH oxydase (Quinn et Gauss, 2004). La NADPH
oxydase ainsi activée catalyse le transfert d’un seul électron, dans une premicre étape du
NADPH vers le FAD, puis dans une deuxiéme étape du FAD vers les noyaux hémes et
finalement vers 1’oxygene moléculaire pour générer 1’anion superoxyde précurseur des autres

espéces réactives de 1’oxygeéne (Fig. 6) (Clark, 1999 ; Quinn et Gauss, 2004).
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Figure 5: Assemblage de la NADPH oxydase. La phosphorylation des composants cytosoliques
pa7""* p67°"* ainsi que p40”"** induit leur translocation vers la membrane plasmique . I’interaction
de la p47phox, la p67°"~ et la petite GTPase Rac avec les composants membranaire gp917"** et
p22P"* entraine 1’activation du complexe enzymatique NADPH oxydase et la génération du O,”

(Quinn et Gauss, 2004).
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Figure 6 : Représentation schématique du flux d'électron au travers le centre redox du
flavocytochrome bsss. Les deux hémes (H1, H2) sont coordonnés par les hélices
transmembranaires du flavocytochrome bssg de fagon a permettre le transfert d'électron a
travers la membrane a partir du NADPH puis le FAD et finalement 1’O,. Des différences du
potentiel a pH 7.0 sont indiquées pour chaque étape dans la voie (Quinn et Gauss, 2004).

L'assemblage et I'activation du complexe NADPH oxydase dépendent de plusieurs
enzymes de phosphorylation activées par différentes voies de signalisation déclenchées au
cours de la stimulation du neutrophile. De nombreuses kinases se montrent candidates pour
jouer ce réle, incluant la PKC, la PI3-K, les MAPK, la PKA et la PKB/Akt (Regier et al.,
2000; Ueyama et al., 2004).

1. 1. 2. 2. Génération des ROS

L'assemblage de la NADPH oxydase, sous l'effet de nombreux stimuli, donne place a
un complexe enzymatique a activit¢ NADPH-O, oxydoréductase, qui catalyse la réaction de
génération du superoxyde (Quinn et Gauss, 2004). Le superoxyde est le premier précurseur de
nombreuses autres especes tres réactives de I'oxygene (Fig. 7).

L'anion superoxyde peut subir une réaction spontanée de dismutation en milieu

protoné, ce qui entraine la génération du peroxyde d’hydrogeéne (H,O,) (Hampton et al.,

1998). Le peroxyde d'hydrogéne ainsi formé peut réagir avec 1'O, pour former le radical

hydroxyle ("OH). Cette réaction est excessivement lente, sauf quand elle est catalysée par le
fer (Martinez-Cayuela, 1994). In vitro, les chélateurs de fer de faible poids moléculaire tel que
'ADP-Fe*" permettent d’accélérer cette réaction (Grisham et Ganger, 1988), alors que la

lactoferrine inhibe cette réaction par captation du fer (Hampton et al., 1998).
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Figure 7 : Différentes ROS générées par le neutrophile stimulé. MPO : My¢lopéroxydase ;
NOS : Nitric Oxide Synthase. (D’aprés Hampton et al., 1995).

Le peroxyde d’hydrogéne sert également de substrat pour la myélopéroxydase qui
catalyse la production de l'acide hypochloreux (HOCI). L’acide hypochloreux ainsi généré
réagit rapidement avec les groupements amines pour donner les dérivés chloramines (R-
NHCI) qui sont des oxydant trés puissants. D'autre part, 'HOCI en réagissant avec 1'H,O,,
produit 'oxygéne singlet (‘0,) (Hampton e al., 1998; Droge, 2003). La présence de "oxyde
nitrique dans le milieu peut conduire a la génération des especes réactives du nitrogéne qui
sont trés dangereux et trés délétéres pour les tissus (Hampton et al., 1998).

L'effet des ROS peut étre limité a 1'élimination des agents étrangers, mais lorsque leur
production est excessive ou les mécanismes de régulation de cette production échouent, les
ROS peuvent entrainer des endommagements tissulaires importants. En effet, la haute
réactivité des ROS leur permet d'interagir avec toute sorte de molécules organiques : lipides,
protéines, glucides et méme avec les acides nucléiques. Ce qui entraine des conséquences
biochimiques, cellulaires et tissulaires trés graves, qui sont a 1’origine de plusieurs pathologies
inflammatoires telles que la polyarthrite rhumatoide et I’emphyséme pulmonaire (Martinez-

Cayuela, 1994).



II- Transduction du signal au cours de la dégranulation et de la
flambée respiratoire du neutrophile

La stimulation du neutrophile humain conduit a de nombreuses réponses cellulaires
indispensables pour la défense de l'organisme, essentiellement le chimiotactisme, la
dégranulation et la flambée respiratoire (Baggiolini et al, 1993). Ces différentes fonctions des
PMNs peuvent étre induites par plusieurs agents activateurs tels que le fMLP, le fragment
C5a du complément, le PAF, le LTB4, ainsi que 11-8 (Bokoch, 1995). La majorité de ces
activateurs du neutrophile agissent via des récepteurs a 7 segments transmembranaires
couplés a une protéine G multimérique exprimée sur la membrane plasmique des PMNs (Ben-
Baruch et al., 1995; Ali et al., 1999).

L'activation du neutrophile est déclenchée suite a la fixation du stimulus sur son
récepteur correspondant, le couplage ligand-récepteur engendre un signal dont la transduction
aboutit aux différentes réponses cellulaires (Ben-baruche et al., 1995). La transduction du
signal est assurée par une série de voies intracellulaires. De nombreuses enzymes et seconds
messagers sont soupconnés d’étre impliqués dans la stimulation fonctionnelle des
neutrophiles humains, comprenant les protéines G, le Ca* intracellulaire, la PKC, la PI3-

kinase, les tyrosine kinases et les MAP kinases (Bochok, 1995 ; Kogut ef al., 2001).

2. 1. Protéine G

Les protéines G membranaires sont représentées par une large famille de protéines
hétérotrimériques constituées de 3 sous-unités différentes a, B et y. A I'état inactif, la sous-
unités Ga se trouve liée a une molécule du GDP (Vines et Prossnitz, 2004). La majorité des
réponses des PMNs sont régulées via des récepteurs membranaires couplés a la protéine G
(RCPG) sensibles a la toxine pertussique, suggérant que la protéine G est de type Go; (Ben-
baruch ef al.,1995;).

La fixation du stimulus sur son RCPG induit I'activation de la protéine G, la sous-unité
Ga échange son GDP contre une molécule de GTP et se dissocie de la paire Py. La sous-
unitea. qui se trouve ainsi libre interagit avec la phospholipase C (PLC) pour induire son
activation.

La paire By pourrait également activer la PLC mais moins efficacement que la sous unité
a (Ben-baruch et al., 1995; Vines et Prossnitz, 2004). L'activation de la PLC via la protéine G
provoque une accumulation du diacylglycérol (DAG) et de I’inositol triphosphate (IP3), ainsi

que l'augmentation du Ca’" intracellulaire. Cette augmentation du taux du Ca’" intracellulaire



facilite la translocation de la protéine Kinase C (PKC) vers la membrane plasmique ou son
activation sera potentialisée par le DAG (Baggiolini et al., 1993).

De nombreuses autres voies de signalisations sont déclenchées par les récepteurs des
chimioattractants liés a la protéine G (Fig. 8). En effet, la paire By de la protéine G peut
activer également la PI3kinase qui génére des phosphoinositides triphosphates, ces derniers
agissent comme seconds messagers et participent a 1’induction des différentes réponses
intracellulaires. L’activation de la protéine G peut induir également 1’activation des petites
GTPases de la superfamille des Ras (Rac, Rho et Cdc42), les MAP kinases et les tyrosine
kinases (Gaudry et al., 1993; Niggli, 2003 ; Dianqing, 2005 ).

Membrane plasmique

A
PLD PLA, PLC Ras PI3K yr Autres Ser/Thr
Kinases Kinases
l v v
PA + DAG AA IP; + DAG MAPK PIP;

Ca* PKC

Figure 8 : Diagramme schématique des voies de signalisation activées par le récepteur des
chimioattractants du neutrophiles. Ctx : Chimioattractant ; RCPG : récepteur membranaire
couplé a la protéine G (Bochok, 1995).



2. 2. Phospholipases

L'activation de la protéine G induit la dissociation de la sous-unit¢ Ga des deux sous-
unités Py. La sous-unite a se trouvant ainsi liée au GTP réagit avec la phospholipase C pour
induire son activation. La paire Py est également capable d’activer la PLC mais a moindre
degré, comme elle peut activer les phospholipases D et A, (Bokoch, 1995).

Les phospholipases C : ce sont un groupe de lipases qui comprend quatre membres :
PLC,, PLCg, PLC, et PLCs; ces différentes PLC sont constituées d’une seule chaine de
polypeptides. Toutes les quatre formes de la PLC ont des propriétés catalytiques similaires,
elles catalysent 1’hydrolyse calcium-dépendante de trois phosphoinositides communs : le
phosphatidyl inositol, le phosphatidyl inositol 4-phosphate et le phosphatidyl inositol 4,5-
biphosphate. Cependant, le potentiel de dépendance au Ca®" différe suivant I’isoforme de la
PLC (Dennis et al., 1991).

L’activité de la PLC permet la génération du DAG et de I’IP3, qui jouent un rdle tres
important dans la transduction du signal (Bokoch, 1995). L'IP3 étant hydrosoluble diffuse a
travers le cytosol ou il se fixe sur les canaux calciques au niveau du réticulum endoplasmique
et induit la libération du Ca’". L'augmentation de la concentration du Ca’" intracellulaire
active de nombreuses enzymes calcium dépendantes, parmi ces derniere la PKC (Fig. 9)
(Morel et al., 1992 ; Bokoch, 1995). A un certain seuil de I’augmentation du Ca2+, la PKC
subit une translocation vers la membrane plasmique ou son activation sera potentialisée par le
DAG qui reste ancré dans la membrane plasmique de la cellule (Nishzuka, 1995). Toutefois,
l'activation de la PLC est un événement précoce et transitoire qui est relayé par 'activation de

la phospholipase D (PLD) (Morel et al., 1992).

La phospholipase D : est une phospholipase qui catalyse [’hydrolyse de la
phosphatidylcholine pour produire 1’acide phosphatidique et la choline. Chez le neutrophile
ainsi que dans les cellules HL-60, I’activation de la PLD peut étre induite par le fMLP, cette
activation semble se faire via la protéine G et requicre la présence du calcium. Les activateurs
de la PKC, tels que les esters de phorbol, sont également rapportés €tre capables d’activer la
PLD probablement via la PKC (Dennis ef al., 1991 ). L’acide phosphatidique issu de I’activité
de la PLD est déphosphorylé par une PA-phosphatase pour former le DAG, qui peut activer a
son tour la PKC (Dennis et al., 1991 ; Morel et al., 1992). En fait, La PLD est suggéré
participer dans la transduction du signal impliqué dans de nombreuses réponses cellulaires.
Ainsi, la répression de la PLD par des inhibiteurs spécifiques tels que I’éthanol ou le

propranolol réduit ’activation de la NADPH oxydase ainsi que la libération des granules
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Figure 9 : Role des Phospholipases et de leurs dérivés lipidiques dans la transduction du signal
au cours de I’activation du neutrophile. PIP2 : Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate ; PC :
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lysophosphatidique . (+) : activation ; (-) : inhibition ; (---) : voie non confirmée. (Baggiolini et
al., 1993; Bokoch, 1995 ; Nisizuka, 1995).



intracellulaires au sein des neutrophiles activés par le fMLP. Ceci confirme la participation de
la PLD dans la signalisation qui régit ces processus (Kaldi ez al., 2002).

La phospholipase A;: est une autre phospholipase qui intervient dans la signalisation
au sein du neutrophile a coté de la PLC et de la PLD (Bokoch, 1995). La phospholipase A;
(PLA,) catalyse la réaction de 1’hydrolyse des phospholipides au niveau de la position sn-2-
acyl pour induire la libération des acides gras cis-insaturés, préférentiellement 1’acide
arachidonoique (AA), ainsi que les lysophospholipides. Cette activit¢ de la PLA, est
vraisemblablement Ca*"-indépendant (Baggiolini et al., 1993 ; Nishizuka, 1992 et 1995). Des
agonistes tels que le fMLP et le facteur de croissance sont capables d’activer la PLA; via leur
récepteurs couplés a la protéine G. En outre, des études faites sur des neutrophiles intactes ont
montré également la possibilité de ’activation de la PLA; par la PKC (Nishizuka, 1992 ;
1995). L’acide arachidonique et 1’acide phosphatidique libérés sous 1’action de la PLA; et a
des concentrations physiologiques, peuvent activer la NADPH oxydase, la dégranulation des
neutrophiles ainsi que 1’expression du récepteur type 3 du complément (CR3) (Bagiolini et
al., 1993 ; Bokoch, 1995 ; Tithof et al., 1998 ; Moghaddami et al., 2003 ). L’acide
arachidonique sert également de précurseur pour de nombreux médiateurs inflammatoires
regroupés sous le terme d’eicosanoides (prostaglandines, thromboxane, leucotriénes). Ces
derniers jouent d’importants rdles aussi bien physiologiques que pathophysologiques (Tithof

et al., 1998).

2. 3. Protéine Kinase C (PKC)

L'accumulation du DAG et de I'IP3 suite a l'activation de la PLC, constitue un
évenement important dans la transduction du signal, ces deux produits jouent le role de
seconds messagers (Dennis et al., 1991). L'IP3 induit le relachement du Ca®" de son réservoir
intracellulaire, le Ca®" libéré facilite la translocation de la protéine kinase C du cytosol vers la
membrane plasmique ou son activation est potentialisée par le DAG qui reste associe a la
membrane plasmique (Baggiolini ef al., 1993, Nishizuka, 1995). Une fois activée, la PKC est
responsable de l'induction des réponses du neutrophile y compris la dégranulation et la
flambée respiratoire (Gaudry et al., 1993).

Les PKCs constituent une famille de protéines a activité¢ sérine/thréonine kinase
phospholipides-dépendantes (Nishizuka, 1995). Les PKCs sont subdivisées suivant leur
structure et leur mode d'activation en 3 sous-familles: les PKCs conventionnelles (cPKCs), les
nouvelles PKCs (nPKCs) et les PKCs atypiques (aPKC) (Nishizuka, 1995; Laudanna et al.,
1998). Les cPKCs renferment 4 isoformes (o, I, BII et y) qui sont toutes Ca’"- et DAG-



dépendantes, elles requierent la phosphatidylsérine pour leur activation. Le groupe des nPKCs
est constitué de 5 isoformes (4, €, i, n et 0) qui nécessitent la phosphatidylsérine et le DAG
pour leur activation, mais elles sont C*"-indépendantes. Tandisque les aPKCs costituent une
sous-familles qui renferme seulement deux isoformes (et 1/2), les aPKCs sont Ca®'- et DAG-
indépendantes mais elles requierent la phosphatidylsérine pour leur activit¢ (Nixon et
McPhail, 1999; Korchak et Kilpatrick, 2001). Cependant, seulement 5 isoformes de la PKC :
a, PL, PII, o et  sont identifiées au sein du neutrophile humain. Mais le réle exact de chacune
des isoformes dans l'induction des réponses du neutrophile est encore mal connu (Dang ef al.,
2001). En dépit des différentes conditions requises des cofacteurs, il y a une petite différence
entre les spécificités des isoformes de la PKC vis-a-vis du substrat in vitro (Larsen et al.,
2000).

L'activation de la PKC est induite suite a la fixation d'un stimulus tel que I'tTMLP sur
son récepteur membranaire i€ a la protéine G, comme elle peut étre induite par les esters de
phorbol analogues du DAG tel que PMA (Laudanna ef al., 1998). Le PMA est capable
d'activer directement la PKC en se fixant sur le site de liaison du DAG (Gamet-Payrastre et
al., 1999). D’autres études ont rapporté la possibilité¢ de ’activation de la PKC par la PI3K
(Vlahos, 1995 ; Le Good et al., 1998) ainsi que par les petites GTPases de la famille des Rho
(Laudanna et al., 1998). D’autre part, l'utilisation des inhibiteurs spécifiques de la PKC
montre qu'elle posséde de nombreux effecteurs intracellulaires. Il a été rapporté que la PKC
induit la phosphorylation des composants cytosoliques (p47”"* et p67°"*) de la NADPH
oxydase, qui est une étape primordiale pour l'assemblage et l'activation du complexe
générateurs du superoxyde (Lopes et al., 1999 ; Regier et al., 2000). Il a également été
rapporté¢ que la PKC pourrait constituer un effecteur cytosolique de différents types de
récepteurs pour réguler 1’activité de nombreuses autres protéines kinases telles que les MAPK
(Selvatici et al., 2003) , probablement via l'activation du Raf (Chen et al., 2005).

Il est actuellement bien établi que la PKC joue un role trés important dans la
régulation de nombreux processus au sein du neutrophile. La PKC pourrait étre impliquée
dans la flambée respiratoire (Vlahos, 1995), la dégranulation (Faurschou et Borregaard,
2003), I’adhésion cellulaire intégrines dépendante (Laudanna et al., 1998) ainsi que dans le
chimiotactisme des PMNs (Dunzendorfen et Wiedermann, 2000). Cependant, le rdle exact des
isoformes de la PKC et les mécanismes par lesquels elles interviennent dans la régulation des

fonctions des neutrophiles sont a investiguer.



2. 4. Phosphatidyl inositol 3-Kinase (PI3K)

La phosphatidyl inositol 3-Kinase (PI3K) est une enzyme lipide kinase qui pourrait
étre impliquée dans la signalisation de nombreuses fonctions cellulaires y compris la
prolifération, la génération du superoxyde, le chimiotactisme ainsi que la mobilisation des
vésicules cellulaires (Walker et al., 1999; Sasaki et al., 2000). Les PI3Ks sont un groupe
d'enzymes hétérodimériques qui catalysent la phosphorylation de I'hydroxyl en position D3 de
I'inositol du  phosphatidylinositol, du phosphatidylinositol ~ 4-phosphate, et du
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate pour générer le phosphatidylinositol 3-phosphate (PIP),
le phosphatidylinositol 3,4-biphosphate (PIP,) et le phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate
(PIP3), respectivement (Al-Shami et al., 1997). Ces produits lipidiques de la PI3K sont
insensibles a I’action de la PLC, et jouent le role de seconds messagers dans l'activation des
protéines spécifiques du signal (Payrastre ef al., 2001).

Les PI3KSs sont classées, selon leur structure et leur spécificité vis-a-vis le substrat, en
trois classes: PI3K I, PI3K II et PI3K III (Walker et al., 1999). La classe PI3K I est d'un
important intérét physiologique dans le neutrophile, elle est subdivisée en deux sous-classes
IA et IB. La sous-classe IA renferme des hétérodimeres constitués d'une sous-unité régulatrice
p85 (o ou B) liée a une sous-unité catalytique p110 (a, B, ou y), l'activation de ces isoformes
se fait via les tyrosine kinases. Alors que, la sous-classe IB renferme seulement un seul
membre hétérodimérique constitu¢ d'une sous-unité catalytique pl110y qui est associée a une
sous-unité régulatrice p101 dont I'activation se fait par les sous-unités Py de la protéine G
associée aux récepteurs des chimioattractants. Les enzymes de la classe I sont exprimées au
sein du neutrophile, elles phosphorylent préférentiellement le phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate pour générer le PIP; (Wymann et Pirola, 1998; Naccache et al., 2000). L'activité
de la PI3K peut étre rapidement induite suite a 1'activation des PMNs par I'tMLP qui agit via
son récepteur associ¢ a une protéine G, mais cette activation peut étre inhibée par le
wortmannin ou le LY294002. Ces deux inhibiteurs réduisent la phosphorylation de la protéine
p47’ hox ot abolissent l'activation de la NADPH oxydase, ainsi que la mobilisation des granules
intracellulaires du neutrophile activé, ce qui refléte I'importance de I'lP3K dans ces deux
processus (Vlahos, 1995; Capodici ef al., 1998).

La PI3K montre une double spécificité dans son activité. Cette enzyme posséde une
activité lipide kinase lui permettant de générer les produits lipidiques phosphorylés (PIP3), et
une activité protéine kinase intrins€que nécessaire pour activer certaines protéines du signal

(Bondeva et al., 1998).



Le nombre de molécules de signalisation suggérées étre les cibles de la PI3K sont de
plus en plus mises en évidence. En effet, Le PIP; aprés liaison au domaine d'homologie au
pleckstrin de PKB/Akt permet l'association du phosphatidyl inositol-dépendantes kinases
(PDK1 et PDK?2) et I’activation d'Akt par la phosphorylation de la Thr308 et de la Ser473
(Yum et al., 2001 ; Strassheim et al., 2004). Le PIP; peut également activer les isoformes
Ca*"-dépendantes et Ca’'-indépendantes de la PKC, dont certaines isoformes ont été
rapportées étre activées par la PDK1; cette activation est inhibée par le LY294002 qui est un
inhibiteur spécifique de la PI3-K (Le Good et al., 1998). Les isoforme 0, €, T et { de la PKC
sont suggérées €tre des cibles pour l'activité PI3K, ce qui pourrait expliquer la relation entre
l'activation de la PI3-kinase et la phosphorylation du facteur p47”"** de la NADPH oxydase.
D'autres protéines peuvent se présenter comme cibles de la PI3 kinase telles que la PLD
(Stoyanova et al., 1997; Wymann et Pirola, 1998), ainsi qu'une famille de protéines kinases
cytosoliques de 69, 63, 49 et 40 KDa qui peuvent phosphoryler et activer directement la
p47°"* (Fig. 10). La PI3K induit également l'activation de la cascade des MAP kinases
(Bondeva et al., 1998). A la liste des cibles de la PI3K pourrait s'ajouter la petite GTPase Ras
(p21"™), qui active a son tour la protéine Raf-1. Cette derniére, activée également par la PKC,
phosphoryle et active une famille de MEKs (MEKI, 2 et 3) responsable de l'activation des
MAPK (Downey et al., 1996, Walker et al., 1999).

2. 5. Petites GTPases

Les Rho GTPases sont une sous famille des Ras et comportent les membres suivants :
Rho (A, B et C), Rac (1,2 et 3) et Cdc 42 (Cdc42Hs et G25K). Ces Rho GTPases jouent un
role central dans la transduction et la régulation du signal induit par les récepteurs
membranaires ainsi que les réponses cellulaires régies par ces récepteurs (Kim ez Dinauer,
2001 ; Kim et al., 2003)..

Les Rho GTPases s’alternent entre un état inactif li¢ au GDP et un état actif 1i¢ au
GTP. A I’état inactif, les Rho GTPases se trouvent liées au GDP, cette liaison est renforcée
par l'intervention d’un facteur régulateur de D’activité des petites GTPases, le GDI qui
maintient les GTPases inactive dans le cytosole (Kim et al., 2003). L’activation des Rho
GTPases peut étre induite via le GEF suite a la fixation d’un stimulus tel que le fMLP a son
récepteur membranaire. Lorsque les cellules sont activées, le facteur GEF s’associe a la
GTPase-GDP et active 1I’échange du GDP contre le GTP. La complexation GTPase-GTP

provoque un changement conformationnel qui induit I’activation des petites GTPases.
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Le processus d’activation des Rho GTPase est complété par 1’hydrolyse du GTP en GDP,
cette hydrolyse est accélérée par le facteur GAP (GTPase Activating Protein) (Li et al., 2002).

Les voies spécifiques d’activation de ces GTPases au sein du neutrophile sont encore
mal connues (Kim ef Dinauer, 2001). Certaines études rapportent que les Rho GTPases
peuvent étre activées directement par la sous unité Gg, de la protéine G, ainsi que par le PIP3
produit par la PI3K. Les Rac GTPase peuvent également étre activées par les tyrosine kinases
au sein des neutrophiles humains fMLP-stimulés (Kim ef al., 2003).

Les Rho GTPases interviennent dans la régulation d’un large spectre de fonctions
cellulaires. L’activation de la production des ROS est la premiére fonction qui a été attribuée
aux Rac GTPases chez les neutrophiles (Philips et al., 1995). Il a été¢ démontré que les
membres Racl et Rac2 sont essentiels pour ’activation de la NADPH oxydase (Bochok et
Diebold, 2002). Les Rac sous leur forme associée au GTP se lient au composant cytosolique
p67ph0x et probablement au cytochrome bsss au niveau de la membrane plasmique, et
participent ainsi a 1’assemblage de la NADPH oxydase (Gorzalczany et al., 2000 ; Li et al.,
2002). Par la suite, il a été démontré que les Rho GTPase participent dans de nombreuses
fonctions leucocytaires. Elles peuvent intervenir dans la mobilisation des granules
intracellulaires des PMNs (Faurschou et Borreggard, 2003), la phagocytose (Li et al., 2002)
ainsi que dans la réorganisation du cytosquelette et la migration des neutrophiles (Kim et
Dinauer, 2001).

De nombreux effecteurs intracellulaires semblent constituer des cibles pour les Rho
GTPases. Certaines études récentes rapportent que les Rho GTPase peuvent activer des
phosphoinositides kinases, des serine/thréonine kinases ainsi que des protéines d’interaction
avec D’actine telles que les Arp (Actin-Relating Protein) (Werner, 2004). D’autres, ont montré
que la régulation de la dégranulation et de la phagocytose des neutrophiles humain par les Rac

et le Cdc42 se fait probablement via I’activation des MAP kinases (Zhong et al., 2003).

2. 6. Tyrosine Kinases

I1 est connu que la stimulation des récepteurs membranaires du neutrophile se traduit
par une augmentation de la phosphorylation de multiples protéines au niveau des résidus
sérine, thréonine et tyrosine, régies par de nombreuses protéines kinases parmi lesquelles
figurent les tyrosine kinases (Zhong et al., 1998). Au sein du neutrophile, différentes familles
de tyrosine kinases sont exprimées : les Src tyrosine kinases (Lyn, Hck, Fgr, Yes et c-Src), les
Syk tyrosine kinases et les Pyk2 tyrosine kinases (Proline rich tyrosine kinases) (Bochok,
1995 ; Lowell et Berton, 1999).



Plusieurs ¢études montrent que [’activité tyrosine kinase prend part dans les
mécanismes de régulation des réponses fonctionnelles du neutrophile (McColl ef al., 1991 ;
Gaudry et al., 1993 ; Mocsai et al., 2000). L'activation des tyrosines kinases, peut étre induite
par des récepteurs membranaires liés a la protéine G tel que celui du fMLP (Yamaguchi et al.,
1995). Les tyrosines kinases, notamment la famille des Src-tyrosine kinases, sont activées par
la sous unité a de la protéine G. les Src-tyrosine kinases activent une GTPase de faible poids
moléculaire (p21™), activée également par la PI3K, via la phosphorylation du Shc. Les Shc
sont un groupe de protéines adaptatrices qui renferment des domaines SH2 et SH3.
L’association tyrosine kinases-Shc induit le recrutement du Grb2 et Sos vers la membrane

lrax

plasmique (Bochok, 1995). L’activation de la petite GTPase p21™™ par les tyrosine kinases
conduit a P’activation de la protéine Raf-1 (Nishizuka, 1995), Cette derni¢re peut induire la
cascade des MAPK (Walker et al., 1999). Le complexe formé par le membre Lyn des Src-
tyrosine kinase avec le Shc (Lyn-Shc) interagit également avec la PI3K, suggérant ainsi que
les tyrosine kinases jouent un role dans la régulation de I’activité de la PI3K (Bochok, 1995).
Cependant, certaines études ont rapporté que la phosphorylation tyrosine kinases-dépendante
est sensible au wortmannin, inhibiteur de la PI3K, indiquant une possible régulation des
tyrosines kinases par la PI3K. La caractérisation d’une nouvelle famille de tyrosine kinases
qui contiennent un domaine PH (Plekstrin Homology), famille de Tec tyrosine kinases, a
prouvé cette hypothése et a fourni une évidence du lien possible entre les tyrosine kinases et
la PI3K (Gilbert et al., 2003 ; Lachance et al., 2003). 1l a été également rapporté que 1’activité
des tyrosine kinases peut étre controlée par la PKC. En effet, la stimulation des neutrophiles
par les esters de phorbol, qui activent directement la PKC, provoque I’activation et la
translocation des tyrosine kinases vers la membrane plasmique. Cette activation est bloquée
par les inhibiteurs de la PKC, indiquant que cette derniére est requise pour la régulation de
I’activité des tyrosine kinases (Gaudry et al., 1993).

De nombreuses observations mettent en évidence 1’implication des tyrosine kinases
dans la régulation des fonctions du neutrophile. Il a été rapporté que de nombreux inhibiteurs
des tyrosine kinases répriment la génération du superoxide induite par différents agonistes. En
effet, I’augmentation de I’activité de la phosphotyrosine phosphatase provoque la diminution
de la génération des ROS par les neutrophiles (Mocsai et al., 1997). D’autre part,
I’implication des tyrosine kinases dans la régulation de la dégranulation des neutrophiles a été
également rapportée (Ligeti e Mocsai, 1999). L’activation des neutrophiles par le fMLP
induit la translocation du Fgr (membre des Src-tyrosine kinases) vers la membrane plasmique,

cette translocation est associée avec la libération des granules secondaires des PMNs.



L’activation de Hck tyrosine kinase est accompagnée de la mobilisation des granules
primaires vers le phagosome au sein des neutrophiles activés par le zymozan opsonisé
(Mocsai et al., 1999).

Cependant, les différentes études apportées sur les tyrosine kinases ne fournissent pas
assez de détails sur le role précis des différents membres des tyrosine kinases dans la
régulation des réponses du neutrophile, ainsi que les mécanismes exacts par lesquels ses

tyrosine kinases agissent.

2. 7. MAP Kinases (MAPK)

Les MAP Kinases (Mitogen-Activated Protein Kinases) sont des "proline-directed
serine/threonine kinases", elles sont subdivisées en trois familles : les ERKs (Extracellular-
Regulated Kinases), les c-Jun NHj-terminal kinase (JNK, appelées également SAPK) et les
p38 MAP kinases (Downey et al., 1998). Plusieurs isoformes d'ERKs ont ét¢ décrites, et au
moins deux d'entre elles (ERK1 et ERK2) sont exprimées chez le neutrophile. ERK1/2 sont
des protéines de 42 et 44 KDa (p42/p44™*FX) respectivement. La seconde famille des
MAPK, p38 MAPK, est définie comme étant un groupe d'isoformes de 38 KDa. Cette famille
comprend quatre différentes protéines homologues: p38a, p38pB, p38y et p386 MAPK. Chez
le neutrophile, seulement les deux isoformes p38a et p38d ont été identifiées (Chen et al.,
2005). Certaines ¢tudes récentes ont démontré que les voies des ERKs et de p38 MAPK, mais
non pas les JNK sont activées dans les neutrophiles humains par le fMLP, le PMA, le GM-
CSF et le TNF (Dewas et al., 2002).

L’activation des MAPK se fait via une cascade en trois étapes. La premicre étape implique
I’intervention des MEKKI1 (MAP kinases Kinases Kinases 1). Les MEKKSs induisent
I’activation d’un groupe de protéines kinases, les MEKs (MAP kinases kinases). L’activation
des MEKKs et MEK se fait par des phosphorylations au niveau des résidus sérines et
thréonines (Avdi et al., 2002). Les MEKs sont un groupe de protéines kinases a double
spécificité qui reconnaissent et phosphorylent les MAPKSs au niveau des résidus thréonines et
tyrosines au sein du motif Thr-Gly-Tyr (Rane et al., 2001). Les MEK3/6 (membres des MEK)
activent les p38 MAPK, alors que les p42/44 MAPK (ERKSs) sont plutdt activées par les
MEK1/2 (Downey et al., 1998). Cependant, les INKs MAPK pourraient étre activées par les
MEK4 ou JNKK (JNK kinases) activées a leur tour par les MEKKs (Fig. 11).  L'activation
des MAPKSs peut étre déclenchée par des RCPGs tel que le récepteur de I'fMLP ou de GM-
CSF. Cette activation se fait par l'intermédiaire de la petite GTPase Ras (p21™), la p21™
facilite l'activation de Raf-1 qui phosphoryle et active la famille des MEKSs,
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aboutissant a la phosphorylation et l'activation des MAPK (Avdi et al., 1996; Downey et al.,
1998). D’autres études ont également rapporté que les MAPKs peuvent constituer des
effecteurs cytosoliques pour de nombreuses enzymes impliquées dans la transduction du
signal au sein du neutrophile. Ainsi, il a été rapporté que la phosphorylation in vitro des
MAPKSs est bloquée par le wortmannin, inhibiteur spécifique de la PI3K, indiquant que cette
ezyme est requise pour la régulation de I’activité des MAPKs (Chen et al., 2005). 1l a été
aussi rapportée que la PKC est capable d’activer les MAPKs via ’activation de la protéine
Raf (Krump et al., 1997). Les tyrosine kinases peuvent étre aussi impliquées dans 1’activation
des MAPKSs au sein du neutrophile stimulés (Zhang et al., 1998).

En réponse a différents activateurs, les MAPK participent dans la transduction du
signal de nombreuses réponses des PMN (Ward et al., 2000). En effet, les MAPK sont
suggérés etre impliquées dans le remodelage du cytosquelette, 'activation de la phospholipase
A, ainsi que l'activation de la NADPH oxydase (Downy et al., 1998). D'ailleurs, 1'utilisation
des inhibiteurs spécifiques des MAPK tels que le PD098059 (inhibiteur des ERKs) et le
SB203580 (inhibiteur de p38 MAPK) inhibe 1'adhésion, le chimiotactisme, la dégranulation et

la production du O," par les neutrophiles (Lian et al., 1999).

Toutes ces enzymes et seconds messagers s’interagissent et s’interférent pour
constituer un réseau de signalisation trés complexe qui aboutit aux différentes réponses au
sein du neutrophile activé (Fig. 12). Toutefois, les informations disponibles concernant le role
des différentes enzymes dans la transduction du signal impliqué dans la régulation des
fonctions du neutrophile sont encore tres divergentes et parfois contradictoires et méritent une

meilleure investigation.
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Figure 12 : Différentes voies impliquées dans la transduction du signal déclenché par le récepteur
membranaire couplé a la protéine G (Récepteur du fMLP) au sein du neutrophile (Adapté de
Mills et al., 1999).
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MATERIEL ET METHODES
1. MATERIEL

1. 1. Réactifs

Les produits utilisés dans la présente études sont : Hanks’ Balanced Salt sans Ca®" et
Mg®" (HBSS,) ou avec Ca’" et Mg” (HBSS,), Ficoll-Histopaque, Héparinate de lithium,
Dextran, Bleu de Trypan, acide N-[2-hydroxyethyl]Piprasine-N’-[2-éthanesulfanique]
(HEPES), Genistein , Chelerythrine chloride, Wortmannin, PD98059. N-Méthoxy—Suc-
(Ala), — Pro — Val — p - Nitroanilide, Formyl — Méthionyl — Leucyl - Phénylalanine (fMLP),
Cytochalasine B, Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) et Superoxyde dismutase des
érythrocytes bovines (SOD) proviennent de Sigma (Germany). Tous les solvants et les autres
produits utilisés sont de grade analytique et proviennent de Sigma (Germany), Fluka et

Prolabo (France).

1. 2. Matériel biologique
Le sang humain frais est obtenu par prélévement de donneurs volontaires sains, non
fumeurs et qui ont certifié¢ n’avoir subi aucune médication d'aucune sorte pendant au moins 15

jours.

2. METHODES

2. 1. Préparation des cellules

2. 1. 1. Isolement des PMNs

Les PMNs sont isolés selon la méthode décrite par Selloum et ses collaborateurs
(2001). Briévement, le sang est prélevé sur héparinate de lithium (5U/ml, dans NaCl 0,9%)
dans des tubes coniques en polypropyléne. Pour accélérer la sédimentation des hématies, 1 ml
de Dextran (10% dans NaCl 0,9%) est ajouté¢ a 10 ml de sang prélevé. Apres une heure de
sédimentation a température ambiante, le plasma est transféré dans un nouveau tube et 2 ml
d’Histopaque sont injectées au fond du tube, suivi d’une centrifugation a 1000 rpm pendant
25 min a 4°C (Rotina R35, Germany). Les cellules mononucléaires (lymphocytes et
macrophages) restent a I’interphase formant un anneau limpide, tandisque les neutrophiles et

les hématies résiduelles précipitent avec les autres granulocytes dans le culot. Pour éliminer



les hématies contaminantes, une série d’hémolyse hypotonique est effectuée en ajoutant de
I’eau distillée fraiche pendant 30 secondes. Chaque hémolyse est suivie d'un lavage avec une
solution fraiche de HBSS; (Hank’s sans Ca'” et Mg, 0,95%), la suspension cellulaire est en
suite centrifugée a 1000 rpm pendant 10 min a 4°C. L’étape de la lyse hypotonique et de la
centrifugation est répétée 3 fois. Apres la derniere centrifugation, les cellules sont récupérées
dans le HBSS, et conservées 4 une concentration de 2.5x10° cellules/ml dans un bain de
glace. Lors de son utilisation, la suspension cellulaire est centrifugée a 1000 rpm 10 min a
4°C, puis les cellules sont récupérées dans le HBSS, (Hank’s avec Ca*™ et Mg®", 0,95%) a la

concentration choisie (Fig. 13).

2. 1. 2. Pureté et viabilité cellulaire

Le nombre des PMNs obtenus a la fin de l'isolement est déterminé a 1’aide d’une
cellule de Thoma. Pour cela, 50 pl de la suspension cellulaire sont rigoureusement mélangés a
450 pl de la solution Turk. Les PMNs sont comptés dans les 16 carreaux de la cellule a I’aide
du grossissement X100 d’un microscope (Zeiss, Germany). La pureté de la suspension
cellulaire est ensuite déterminée par réalisation d'un frottis, et cela en étalant une goutte de la
suspension cellulaire sur une lame en verre. Apres fixation avec le méthanol pendant 5 min et
coloration par le Wright stain pendant 2 min, le frottis est observé a I’aide du grossissement
X400 d’un microscope (Zeiss, Germany). La formule leucocytaire et établie sur un nombre de
cent cellules. La pureté¢ de la suspension est alors définie comme étant le pourcentage de
neutrophiles sur cent cellules comptées aléatoirement dans le frottis.

La viabilité des cellules isolées est immédiatement évaluée apres 1'isolement, par le
test d’exclusion au bleu de Trypan (Cabanis, 1996). Pour cela, un volume de 300 pl de la
suspension cellulaire est incubé avec 300 pl d’une solution de bleu de Trypan (0.4%) pendant
10 min a 37°C. Le nombre de PMNs colorés en bleu (cellules mortes) est compté a 1’aide de

la cellule de Thoma. Le pourcentage de viabilité est alors défini selon la formule suivante :

% viabilité = (Ntotal - Nmortes/ Ntotal) x 100

* Niota1 : Nombre total de cellules comptées (viables et non viables).

* Nmortes ©+ Nombre de cellules mortes (non-colorées).
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Figure 13: Principales étapes d'isolement des PMNSs a partir du sang humain.



2. 2. Cytotoxicité des substances étudiées

La cytotoxicité des différentes substances utilisées est évaluée par le test d’exclusion
au bleu de Trypan. Pour cela les PMNs (3 x10° cellules/ml) sont incubés pendant 30 minutes
a 37°C avec chacune de substances utilisées (wortmannin a 100 nM, genistein et chelerythrine
chloride a 100 uM, PD09850 a 50 uM et DMSO 1%). La viabilité de ces PMNs est ensuite

estimée comme précédemment décrit.

2. 3. Essai de dégranulation

La dégranulation des neutrophiles activés par le fMLP ou le PMA, en présence ou en
absence des différents inhibiteurs (Fig. 14) est évaluée par dosage de ’activité de 1’¢élastase
leucocytaire libérée dans le surnageant des cellules activées en utilisant le substrat spécifique

de I’¢lastase leucocytaire, tel que décrit par Vocks et ses collaborateurs (2003).

CH,C00., CH,

CH,0——

CH,

Chelerythrine chloride Wortmannin

T

HO ™"

Genistein PD089059

Figure 14 : Structure des différents inhibiteurs utilisés.



2. 3. 1. Effet des différents inhibiteurs sur D’activité¢ de 1’élastase

leucocytaire

Avant de tester 1’effet des différents inhibiteurs sur la dégranulation des PMNs, nous
avons évalué leur effet sur I’activité de 1’élastase elle-méme. Pour cela, les PMNs (5.5 x 10°
cellules/ml dans HBSS;) sont incubés pendant 25 min a 37°C, en présence du fMLP/
cytochalasine B (10° M/ 10 M). Aprés centrifugation (5000 rpm/ 25min /4°C), le surnageant
contenant 1’élastase est récupéré puis incubé pendant 10 min a 37°C avec la genistein ou
chelerythrine chloride a 100 uM, le wortmannin a 100 nM ou le PD98059 a 50 uM. Ensuite,
75 ul du surnageant sont déposés dans une plaque transparente de microtitration avec 75 ul du
substrat spécifique de 1’¢lastase [N-Méthoxy-Suc-(Ala),-Pro-Val-p-Nitroanilide (5x10™ M)
préparé dans le 1-méthyl 2-pyrrolidone et dilué¢ dans le tampon HEPES 0.1M, pH7.4]. La
plaque est incubée pendant 25 min a 37°C. L’activité de I’¢lastase est évaluée par mesure de
I’absorbance de p-Nitroanilide libéré a 405 nm contre des puits contenant du surnageant sans

inhibiteurs. Toutes les concentrations citées sont des concentrations finales.

2. 3. 2. Effet des différents inhibiteurs sur la dégranulation des PMNs

Pour étudier I'effet des différents inhibiteurs sur la dégranulation, les PMNs (5,5){106
cellules/ml) sont équilibrés dans le HBSS, pendant 2 min a 37°C, puis différentes
concentrations d'inhibiteurs (préparés dans le DMSO et dilués dans le HBSS;) : wortmannin
(10-100 nM), chelerythrine chloride (1-100 uM), genistein (1-100 uM) ou PD98059 (1-50
uM) sont ajoutées a la suspension cellulaire. Aprés 10 min d’incubation avec chacun des
inhibiteurs, les neutrophiles sont activés par le PMA (10”7 M) ou par le fMLP/Cytochalasine
B (10°M /10 M), I’incubation est effectuée a 37° C pendant 15 min pour le fMLP et 20 min
pour le PMA. Apres centrifugation (5000 rpm /25 min /4°C) 75 ul de chaque surnageant
contenant 1’¢lastase libérée des PMNs sont déposés dans une plaque de microtitration
transparente puis 75 pl de N-Méthoxy-Suc-(Ala),-Pro-Val-p-Nitroanilide (5 x 10™ M) sont
ajoutés. La plaque est ensuite incubée pendant 25 min a 37°C. L’activité élastasique est
déterminée par mesure de 1’absorbance de la p-nitroanilide libérée dans le milieu, contre des
puits contrdles. Dans les puits contrdles, les inhibiteurs sont remplacés par un volume
équivalent du tampon HBSS,. Les résultats sont exprimés en pourcentage de dégranulation

par rapport aux controles sans inhibiteurs qui représente le 100%.



2. 4. Essai de Chimiluminescence

L’effet des différents inhibiteurs sur la flambée respiratoire des neutrophiles est
déterminé par I’évaluation de la chimiluminescence induite par 1’anion superoxyde (O7;)
généré par les PMNs activés, et amplifiée par le luminol. Cette chimiluminescence est le
produit de I’interaction du luminol avec les ROS générés par les PMNs. Le luminol est oxydé
par les ROS produites au cours de la flambée respiratoire pour donner une molécule excitée,
la désexcitation de la molécule (retour a I’état basal) génére une émission de photons
lumineux détectables qui seront exploités pour étudier 1’activation des PMNs (DeChatelet et
al, 1982 ; Lieberman et al, 1996).

Pour investiguer la flambée respiratoire, les neutrophiles (2x10° cellules/ml dans le
HBSS,) sont incubés dans des plaques de microtitration opaques pendant 2 min a 37°C avec
différentes concentrations d’inhibiteurs : genistein (1-100 uM), wortmannin (10-100 nM),
chélérythrine chloride (1-100 uM), ou PD98059 (1-50 uM). Dans les puits contrdles, le
volume de I’inhibiteur est remplacé par un volume équivalent du tampon HBSS,. Juste avant
la stimulation, 50 ul de luminol (10 M) sont ajoutés a chaque puit. Puis, les PMNs sont
stimulés avec 25 pl de PMA (107 M), ou de fMLP/Cytochalasine B (10°M /10 M), en
utilisant un systéme d’injection approprié. Le volume final dans chaque puit est de 250 pl. La
luminescence résultant de I’interaction du O™, généré par les PMNs avec le luminol est suivie
pendant 15 et pour le fMLP et 30 min pour le PMA dans un Luminométre (MicrolumatPlus
LB 95, Berthold Technologies ; Germany). Pour vérifier la sensibilit¢ de la réaction de
chimiluminescence, 50 ul de la SOD (100 U/ml) sont ajoutés a la suspension cellulaire.
Toutes les concentrations citées sont des concentrations finales.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la luminescence par rapport

aux puits controles qui représentent le 100% de chimiluminescence.

3. Analyse statistique

Les résultats des différents essais réalisés sont exprimés comme étant la moyenne d’au
moins 3 répétitions. La signification statistique entre le contrdle et les échantillons traités est
déterminée par le test t de Student et les différences sont considérées significatives au seuil de

0.05%.



Résultats



RESULTATS

1. Préparation des neutrophiles

Les PMNs sont isolés a partir de sang frais prélevé de donneurs sains par
centrifugation sur un gradient de densit¢ du Ficoll-Histopaque. Cette méthode d'isolement
nous a permis d'obtenir jusqu'a 3 millions de cellules par ml de sang.

Apres la purification des PMNs et avant chaque manipulation, l'efficacit¢ de la
méthode d'isolement est vérifiée par le test de viabilité ainsi que par le test de pureté de la
suspension cellulaire. Dans la plupart des préparations cellulaires, la viabilité¢ cellulaire

obtenue était supérieure a 95% dont plus de 90% sont des neutrophiles.

2. Cytotoxicité des substances utilisées

La cytotoxicité des substances utilisées envers les neutrophiles est évaluée par le test
d'exclusion au bleu de Trypan. La viabilité des neutrophiles traités avec le wortmannin (100
nM), la chelerythrine chloride et la genistein (100 uM), le PD098059 (50 uM) ainsi qu'avec le
DMSO (1%) est ¢évaluée apres 30 min d’incubation. L'incubation des PMNs avec chacun de
ces agents a donné une viabilité supérieure a 95% (Fig. 15), sans qu'il y'ait de différences
significatives par rapport au contrdle. Ce résultat montre I'absence de tout effet cytotoxique
des inhibiteurs utilisés envers les PMNs humains aux concentrations utilisées dans ce travail.

I1 est ainsi exclu que tout effet inhibiteur de ces substances soit dii a leur cytotoxicité.

3. Etude de la dégranulation du neutrophile humain

Afin d'investiguer quelques voies de signalisation impliquées dans I’activation des
réponses des PMNs, essentiellement la dégranulation et la flambée respiratoire, des
inhibiteurs spécifiques des enzymes impliquées dans ces voies sont utilisés.

Dans la présente étude nous avons utilisé l'activité de I'¢lastase comme marqueur de la
dégranulation des neutrophiles. L'activité de l'élastase libérée des granules des PMNs est
évaluée en utilisant un substrat spécifique le N-Méthoxy-Suc-(Ala),-Pro-Val-p-Nitroanilide.
L'absorbance de la p-nitroanilide libérée par 1’¢lastase est mesurée a 405 nm. Les résultats
sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la dégranulation par rapport au contréle ne

contenant pas l'inhibiteur et qui représente le 100%.
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Figure 15 : Cytotoxicité des différents inhibiteurs sur les neutrophiles humains. Les PMNs
(3x10°cellules/ml) sont incubées a 37°C pendant 30 min en absence ou en présence des
inhibiteurs, wortmannin (Wrt, 100 nM), chelerythrine chloride (CH-Cl, 100uM), genistein
(Gst, 100 uM) et PD98059 (PD, 50 uM) et du DMSO (1%). la viabilité cellulaire (exprimée
en %) est évaluée par le test d'exclusion par le bleu de Trypan. Chaque histogramme
représente la moyenne £ SD (n=3). les inhibiteurs vs Controle; NS: non significatif (test t de
Student).

Les résultats obtenus montrent que le fMLP seul n’induit pratiquement pas de
dégranulation détectable comparé aux cellules non stimulées. Cependant, 1’activation par le
fMLP /CB induit une forte dégranulation des PMNs. Cette dégranulation est plus rapide et
presque trois fois plus importante (0,42 + 0,049 d’absorbance) que celle induite par le PMA
(0.18 £ 0.072). D’autre part, la quantité de 1'¢lastase libéré par les neutrophiles stimulés par le
fMLP/CB, au bout de 25 min est deux fois plus importante que la quantité d'enzyme libérée

pendant les 30 min d'activation par le PMA (Fig. 16).
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Figure 16 : Activation de la dégranulation des PMNs par différents stimulateurs. Les PMNs
(5.5 x 10° cellules/ml) sont incubés & 37°C, en absence (Contrdle négatif) ou en présence du
PMA (107 M) ou du fMLP (10°® M) seul ou supplémenté de cytochalasine B a 10° M
(fMLP/CB). La dégranulation est déterminée par ['évaluation de l'activité de I'élastase
leucocytaire libérée en utilisant le N-Méthoxy-Suc-(Ala),-Pro-Val-p-Nitroanilide. Les
résultats sont exprimés en absorbance a 405 nm. Chaque histogramme représente la moyenne
+ SD (n=4). Contrdle vs stimulants; NS : non significatif ; **p<(0.01 (test t de Student).



3.1. Effets des différents inhibiteurs sur ’activité de 1’élastase leucocytaire
Avant d'évaluer l'effet des différents inhibiteurs sur la dégranulation, nous avons
procédé dans un premier temps a tester l'effet de ces inhibiteurs sur l'activité de 1'élastase
leucocytaire utilisée comme marqueur de dégranulation des neutrophiles. Comme le montre la
Figure 17, la genistein et la chelerythrine chloride a 100 uM, le wortmannin a 100 nM ainsi
que le PD09859 a 50 uM n'exercent aucun pouvoir inhibiteur vis-a-vis de l'activité de

I'¢lastase leucocytaire.

3. 2. Effets des différents inhibiteurs sur la dégranulation des PMNs

3.2.1. Effet de la chelerythrine chloride

L'implication de la PKC, une enzyme clé dans la signalisation cellulaire est vérifiée en
utilisant un inhibiteur spécifique de cette enzyme, la chelerythrine chloride. La préincubation
des neutrophiles avec une gamme de concentrations de la chelerythrine chloride (1-100 M)
montre qu'elle exerce un effet inhibiteur significatif (p<0.05) et dose-dépendant sur la
libération de I'¢lastase des granules des PMNs activés, que ce soit par le fMLP/CB ou par le
PMA. L'effet inhibiteur est presque totale (90.70 + 2.19%) a partir de 25 uM, dans le cas des
neutrophiles activés par le fMLP/CB (Fig. 18).

Le prétraitement des PMNs par les mémes concentrations de la chelerythrine chloride
abolit considérablement et de manic¢re dose-dépendante la dégranulation induite par PMA. Le
taux d'inhibition passe de 1.42 + 8.27% a 85.11 + 4.07% pour des concentrations de 1 uM et
100 uM respectivement (Fig. 18).

Les ICsy (concentration qui inhibe 50% de la dégranulation des PMNs) sont égales a

11.66 pour le fMLP/CB et 15.74 uM pour le PMA.

3. 2. 2. Effet du wortmannin

Le wortmannin, un inhibiteur spécifique de la PI3-kinase est utilisé¢ pour vérifier son
role dans la cascade d'activation de la dégranulation des PMNs. A des concentrations de
I'ordre du nanomolaire (10-100 nM), nous avons constaté que le wortmannin exerce une
inhibition partielle et dose-dépendante sur la dégranulation des PMNs stimulés par le
fMLP/CB. Cette inhibition est de 27.1 + 0.43% a la concentration de 50 nM. Alors qu'a 100
nM, l'activité résiduelle de 1'¢lastase libérée par éxocytose des PMNs induite par le fMLP/CB
est estimée a 43.19 + 2.16% (Fig. 19). Par ailleurs, 1’ICsy du wortmannin sur la dégranulation

des PMNs fMLP/CB-stimulés est de 79.78 nM.
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Effet de quelques inhibiteurs sur l'activité de 1'élastase leucocytaire. Les PMNs

(5.5 x 10°cellules/ml) sont incubées & 37°C pendant 30 min en présence du fMLP/CB (10°

M/10”° M) puis centrifugés a 5000 rpm pendant 25 min. le surnageant contenant 'élastase

Figure 17

libérée par les PMNs est ensuite incubé avec wortmannin (Wrt, 100 nM), chelerythrine

chloride (Ch-Cl, 100uM), genistein (Gst, 100 uM) et PD98059 (PD, 50 uM) pendant 10 min
a 37°C. L'activité de 1'¢lastase est évaluée en utilisant le N-Méthoxy-Suc-(Ala),-Pro-Val-p-

Les résultats sont exprimés en pourcentage de [’activité de 1’¢lastase

Nitroanilide.

3). L’inhibiteur vs

leucocytaire. Chaque histogramme représente la moyenne £ SD (n

Controle; NS : non significatif (test t de Student).
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Chelerythrine chloride (uM)

Figure 18 : Effet de la chelerythrine chloride sur la dégranulation des PMNs. Les PMNs
(5.5x10° cellules/ml) sont incubés avec la chelerythrine chloride (1-100 pM) pendant 10 min
a 37°C, puis activés par le fMLP (10 M) supplémenté de cytochalasine B (10 M) ou par le
PMA (107 M). La dégranulation est évaluée par détermination de l'activité de 1'élastase
leucocytaire libérée en utilisant le N-Méthoxy-Suc-(Ala),-Pro-Val-p-Nitroanilide. Les
résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition par rapport au contrdle. Les résultats
représentent la moyenne £ SD (n=3). Controle vs la chelerythrine chloride; NS : non
significatif ; * p<0.05 ; **p<0.01 (test t de Student).
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Figure 19: Effet du wortmannin sur la dégranulation des PMNs. Les PMNs
(5.5x106cellules/ml) sont incubés avec le wortmannin (10-100 nM) pendant 10 min a 37°C,
puis activés par le fMLP/CB (10° M/10™ M) ou par le PMA (10”7 M). La dégranulation est
évaluée comme décrit sur la figure 18. Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition
par rapport au contrdle. Les résultats représentent la moyenne + SD (rn=3). Contrdle vs
wortmannin; NS : non significatif ; *p<0.05; **p<0.01 (test t de Student).



Cependant, le wortmannin (10-100 nM) ne montre aucun effet sur la libération de

I'¢lastase des PMNs stimulés par le PMA (Fig. 19).

3. 2. 3. Effet de 1a genistein

Le rdle des tyrosine kinases, une famille d'enzymes a activité tyrosine kinase
soupgonnées jouer un role important dans la cascade d'activation des PMNSs, est investigué en
utilisant la genistein comme inhibiteur de ces enzymes. Les résultats obtenus montrent que
l'incubation des PMNs fMLP/CB-stimulés avec la genistein inhibe significativement (p<0.05)
la libération de I'élastase des granules des PMNs, de manic¢re dose-dépendante. Le taux
d'inhibition est estimé a 14.60 % a 1 uM, cette inhibition augmente pour atteindre 69.55 % a
100 uM (Fig. 20). I’'ICs( de la genistein est estimée 2 9.10 uM.

D'autre part, la genistein exerce une inhibition partielle et de manicre concentration
dépendante sur la dégranulation des PMNs stimulés par le PMA. Ainsi, a 1 uM la genistein
inhibe la libération de 1'¢lastase leucocytaire de 11.52 + 4.17%, alors qu'a une concentration
de 100 puM, le taux d’inhibition passe a 58.35 + 8.90% (Fig. 20). Dans ce cas, I'ICsy est
estimée a 41.86 uM.

3. 2. 4. Effet du PD98059

Les p42/44 MAP kinases, membres de la famille des MAP kinases soupgonnées étre
impliquées dans la signalisation des PMNs, sont étudi€es en utilisant un inhibiteur spécifique,
le PD98059. Les résultats obtenus montrent que cet inhibiteur exerce une faible inhibition sur
la dégranulation des neutrophiles, dans le cas de 'fMLP/CB ou du PMA. En effet, I'inhibition
est estimée a 4.80 % a 1 uM dans le cas de stimulation par le fMLP/CB. Cette inhibition
augmente successivement avec la concentration pour atteindre un maximum de
29.68+10.80% a la concentration maximale de 50 uM (Fig. 21).

Dans le cas d'activation par le PMA, le PD98059 ne présente aucun effet sur la
dégranulation des PMNs a la concentration de 1 puM. Au-dela de cette concentration
l'inhibition reste presque constante et atteint un maximum de 21.16% a la concentration de 50
uM (Fig. 21).

La comparaison entre les effets des différents inhibiteurs utilisés (Fig. 22) montre qu’il
n’y a pratiquement aucune différence entre I’effet de la chelerythrine chloride (100 uM) sur la
dégranulation fMLP/CB ou PMA-stimulée. Ce qui est traduit par des ICsy proches dans le cas
de stimulation par le fMLP/CB et par le PMA (Tab. 3). Cependant, I’effet exercé par le

wortmannin (a 100nM) sur la dégranulation induite par le fMLP/CB est significativement
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Figure 20 : Effet de la genistein sur la dégranulation des PMNs. Les PMNs (5.5 x 10°
cellules/ml) sont incubés avec genistein (1-100 nM) pendant 10 min a 37°C, puis activés par
le fMLP/CB (10 M/10™ M) ou par le PMA (10”7 M). La dégranulation est évaluée comme
décrit sur la figure 18. Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition par rapport a un
contrdle. Les résultats représentent la moyenne £ SD (n=3). Contrdle vs genistein; NS: non
significatif; *p<0.05; **p<0.01 (test t de Student).
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Figure 21: Effet du PD98059 sur la dégranulation des PMNs. Les PMNs
(5.5x10°cellules/ml) sont incubés avec le PD98059 (1-50 uM) pendant 10 min & 37°C, puis
activés par le fMLP/CB (10°M/10° M) ou par le PMA (107 M). La dégranulation est évaluée
comme décrit sur la figure 19. Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition par
rapport & un controle. Les résultats représentent la moyenne £ SD (n=3). Controle vs
PD98059; NS : non significatif ; *p<0.05 ; **p<0.01 (test t de Student).



(p<0.01) trés important, mais cet inhibiteur n’a pas affecté¢ la dégranulation PMA-induite.
Tandis que la genistein (100 uM) a exercé un effet significativement (p<0.05) plus
remarquable sur la dégranulation induite par le fMLP/CB comparé a son effet sur la
dégranulation induite par le PMA. Le PD98059 (50uM) a exercé un léger effet inhibiteur de
30% sur la dégranulation fMLP/CB-induite et de 20% dans le cas de stimulation par le PMA.

Ceci est confirmé par les ICs enregistrées pour chacun des activateurs (Tab. 3).
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Figure 22 : Effets de la chelerythrine chloride (Ch-Cl, 100 pM), du wortmannin (Wrt, 100
nM), la genistein (Gst, 100 uM) et du PD98059 (PD, 100 uM) sur la dégranulation des
PMNs stimulés par le fMLP/CB ou par le PMA. Les résultats sont exprimés en pourcentage
d'inhibition par rapport au contrdle. Les résultats représentent la moyenne + SD (n=3). fMLP
vs PMA; NS: non significatif; * p<0.05; ** p<0.01 (test t de Student).

Tableau 3 : ICs des différents inhibiteurs sur la dégranulation des neutrophiles.

fMLP/CB PMA
Chelerythrine chloride (uM) 11.66 15.74
Wortmannin (nM) 79.78 Non-déterminé
Genistein (uM) 9.10 41.86
PD98059 (uM) Non-déterminé Non-déterminé




4. Etude de la flambée respiratoire du neutrophile humain

Dans la présente étude nous avons investigué également l'effet des différents
inhibiteurs sur la flambée respiratoire, une autre réponse majeure des neutrophiles activés.
La flambée respiratoire est évaluée en exploitant la luminescence résultant de la génération
des especes réactives oxygénées par les PMNs stimulés par le fMLP/CB ou par le PMA, cette
luminescence est amplifiée en utilisant une substance luminophore, le luminol.

La Figure 23 montre la cinétique de chimiluminescence des PMNs stimulés par le
fMLP/CB et par le PMA en absence des inhibiteurs. La chimiluminescence des PMNs activés
par le fMLP/CB apparait rapidement au cours de la premiére minute apres I'incubation avec le
stimulant, elle atteint son maximum (35000 URL/s) au bout de 5 min, puis la réponse s'éteint
rapidement au cours de 15 min.

D'autre part, la luminescence induite par le PMA apparait un peu plus en retard par
rapport a I’fMLP/CB. En effet, cette réponse nécessite 9 min pour atteindre son maximum
(54000 URL/s), mais elle est d’une intensité¢ plus importante, cette chimiluminescence
diminue successivement pour atteindre son minimum au bout 30 min.

Comme nous avons observé que la chimiluminescence induite par le fMLP/CB
apparait en deux pics sur la courbe, alors que I'activation par le PMA ne donne qu'un seul pic
sur la courbe de luminescence (Fig. 23).

Cependant, l'incubation des cellules avec la SOD (100 Ul/ml), avec chacun des deux
stimulants, inhibe totalement la chimiluminescence engendrée par l'anion superoxyde dans les

deux cas d'activateurs.

4. 1. Effets des différents inhibiteurs sur la flambée respiratoire des PMNs

4. 1. 1. Effet de la chelerythrine chloride

La chelerythrine chloride, inhibiteur de la PKC, montre un effet inhibiteur dose-
dépendant sur la luminescence des PMNs stimulés par le fMLP/CB. Le taux d'inhibition de la
luminescence est faible et n’est que de 15.29 + 2.93% a 1 uM, mais il atteint presque 50% a
10 uM, puis la luminescence s’éteint presque totalement a partir de 25 uM (Fig. 24).

La chelerythrine chloride exerce un effet plus puissant sur la luminescence des PMNs
PMA-stimulés. En effet, elle inhibe 20.92 £ 3.92% de la luminescence a 1 uM, cette
inhibition augmente rapidement pour atteindre le taux de 92 % a 10 uM, et l'inhibition devient
totale a partir de 25 uM (Fig. 24).

La chelerythrine chloride a exercé un puissant effet inhibiteur sur la
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Figure 23: Cinétique de la chimiluminescence des neutrophiles activés par 'fMLP/ CB ou
par le PMA, en présence ou en absence de la superoxyde dismutase (SOD). Les résultats sont
exprimés en unité relative de luminescence (URL/s) par rapport a un controle sans activateur.
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Figure 24 : Effet de la chelerythrine chloride sur la chimiluminescence des neutrophiles.
Les PMNs (2x10°cellules/ml) sont incubés avec la chelerythrine chloride (1-100 pM) pendant
2 min a 37°C, puis activés par I'fMLP/CB (10° M/10° M) ou par le PMA (107 M). La
luminescence est évaluée en présence luminol (10°M). Les résultats sont exprimés en
pourcentage d'inhibition de la luminescence par rapport au contrdle. Les résultats représentent
la moyenne + SD. Controle vs chelerythrine chloride; * p<0.05; **p<0.01 (test t de Student).



chimiluminescence des PMNs stimulés aussi bien par le fMLP/CB que par le PMA. Les ICsg

correspondantes ont été estimées a 9.68 et 4.26 uM, respectivement.

4. 1. 2. Effet du wortmannin

Le wortmannin exerce une inhibition importante sur la flambée respiratoire des
neutrophiles fMLP/CB-stimulés. L'inhibition de la luminescence est estimée a 23 % a 10 nM,
cette inhibition atteint un taux de 89.26 % a 50 nM, et elle est presque totale a la
concentration maximale non cytotoxique de 100 nM. L’ICsy du wortmannin sur la
luminescence des PMNs fMLP-stimulés est de 27,54 nM.

Le wortmannin exerce une inhibition partielle sur la génération de 1'anion superoxyde
par les PMNs PMA-stimulés (Fig. 25). L'inhibition est négligeable a 10 nM (3.06 + 0.27%).
Cette inhibition augmente successivement avec les concentrations pour atteindre un taux de
55 % a la concentration de 100 nM. L’ICsy du wortmannin sur la chimiluminescence des

PMNs PMA -stimulés a été estimée a 84.89 nM.

4. 1. 3. Effet de 1a genistein

La genistein montre une inhibition considérable sur la chimiluminescence induite par
le fMLP/CB ou par le PMA. Ainsi, a 1 uM la genistein inhibe 17 % de la flambée respiratoire
des PMNs stimulés par le fMLP/CB, cette inhibition atteint un taux de 57 % a 25 uM puis de
80 % et 90 % a 50 uM et 100 puM, respectivement (Fig. 26). I’'ICsy enregistrée pour la
genistein sur la luminescence des PMNs fMLP-stimulés est estimée a 21.32 pM.

Dans le cas de stimulation par le PMA, la genistein a 1 pM réduit la flambée
respiratoire deux fois plus que dans le cas de stimulation par le fMLP/CB. L'inhibition
augmente avec la dose pour atteindre 76.10 % a 50 (Fig. 26). Cet effet de la genistein sur la

chimiluminescence des neutrophiles PMA-stimulés est traduit par une ICsy de 13.41 pM.

4. 1. 4. Effet du PD98059

Le PD98059, inhibiteur des p42/44 MAPK, exerce une faible inhibition sur la
luminescence des PMNs induite par le fMLP/CB. L'inhibition est d’environ 8 % a 1 uM et de
19 % a 50 uM (Fig. 27).

En présence du PMA, le PD98059 a exercé un effet faible mais plus remarquable par
rapport a l'activation par le fMLP/CB. Le taux d'inhibition est de 12 % a 1 uM, ce taux
augmente avec la concentration mais reste toujours faible et n’atteint que 33 % a la

concentration maximale de 50 uM (Fig. 27).
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Figure 25 : Effet du wortmannin sur la chimiluminescence des neutrphiles. Les PMNs (2x10°
cellules/ml) sont incubés avec le wortmannin (10-100 nM) pendant 2 min a 37°C, puis activés
par ’'fMLP/CB (10° M/10° M) ou par le PMA (107 M). Les résultats sont exprimés en
pourcentage d'inhibition de la luminescence par rapport au controle. Les résultats représentent
la moyenne + SD. Contrdle vs wortmannin; NS : non significatif ; *p<0.05 ; **p<0.01 (test t
de Student).
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Figure 26 : Effet de la genistein sur la chimiluminescence des neutrophiles. Les PMNs
(2x10°cellules/ml) sont incubés avec la genistein (1-100 uM) pendant 2 min & 37°C, puis
activés par I'fMLP/CB (10° M/10° M) ou par le PMA (107 M). Les résultats sont exprimés
en pourcentage d'inhibition de la luminescence par rapport au contrdle. Les résultats
représentent la moyenne + SD. Contrdle vs la genistein; *p<0.05; **p<0.01 (test t de
Student).
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Figure 27 : Effet du PD98059 sur la chimiluminescence des neutrohiles. Les PMNs
(2x10°cellules/ml) sont incubés avec le PD98059 (1-100 nM) pendant 2 min & 37°C, puis
activés par I'fMLP (10° M) supplémenté de cytochalasine B (10° M) ou par le PMA (107
M). Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la luminescence par rapport a
un contrdle. Les résultats représentent la moyenne £ SD. Contréle vs PD98059; NS : non
significatif ; *p<0.05 ; **p<0.01 (test t de Student).



La comparaison entre les effets des différents inhibiteurs (Fig. 28) montre qu’il n’y a
pratiquement aucune différence entre les effets inhibiteurs de la chelerythrine chloride et de la
genistein sur la chimiluminescence des PMNs fMLP/CB- stimulés et leurs effets sur les
PMNs PMA-stimulés. Ceci est confirmé par des ICsy proches les une des autres pour les deux
inhibiteurs avec les deux stimulants (Tab. 4). Cependant, le wortmannin a exercé un effet
inhibiteur significativement (p<0.0I) plus important sur la chimiluminescence induite par le
fMLP/CB que par le PMA. Tandisque, le PD98059 a exercé un effet significativement
(»<0.05) plus remarquable sur la chimiluminescence PMA-induite comparé a son effet sur la

dégranulation en réponse au fMLP/CB.
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Figure 28: Effets de la chelerythrine chloride (Ch-Cl, 100 uM), du wortmannin (Wrt, 100
nM), la genistein (Gst, 100 uM) et du PD98059 (PD, 100 uM) sur la chimiluninescence des
PMNs stimulés par le fMLP/B ou par le PMA. Les résultats sont exprimés en pourcentage
d'inhibition par rapport au controle. Les résultats représentent la moyenne + SD (n=3).
fMLP/CB vs PMA; NS: non significatif; *p<0.05; **p<0.01 (test t de Student).

Tableau 4 : ICs, des différents inhibiteurs sur la flambée respiratoire des neutrophiles.

fMLP/CB PMA
Chelerythrine chloride (uM) 9.68 4.26
Wortmannin (nM) 27.54 84.89
Genistein (uM) 21.32 13.41
PD98059 (uM) Non-déterminé Non-déterminé




La comparaison entre les effets des différents inhibiteurs sur la dégranulation et la
flambée respiratoire des neutrophiles stimulés par 'fMLP/CB ou le PMA montre que la
chelerythrine chloride, la genistein inhibent les deux réponses des PMNs dans les deux cas de
stimulants. Cependant, le wortmannin a inhibé les deux fonctions dans le cas de stimulation
par le fMLP/CB, alors qu’en cas de stimulation par le PMA cet inhibiteur a affecté seulement
la chimiluminescence des PMNs. Le PD98059 a faiblement affecté les deux réponses des

PMNs dans les deux cas de stimulants (Figure 29).
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Figure 29: Comparaison entre les effets de la chelerythrine chloride (Ch-Cl, 100 uM), du
wortmannin (Wrt, 100 nM), la genistein (Gst, 100 uM) et du PD98059 (PD, 100 uM) sur la
dégranulation et sur la chimiluninescence des PMNs stimulés par (a) le fMLP/CB ou (b) par le
PMA. Les résultats représentent la moyenne =+ SD (n=3). Dégranulation vs
Chimiluminescence; NS: non significatif; * p<0.05 ; ** p<0.01 (test t de Student).
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DISCUSSION

L’implication de certaines voies de signalisation intracellulaire dans I’induction de la
dégranulation et de la flambée respiratoire du neutrophile activé a été investiguée dans la
présente €¢tude. Dans un premier temps, nous avons étudié certaines voies de signalisation qui
régissent la dégranulation des neutrophiles, en utilisant des inhibiteurs spécifiques des
enzymes impliquées dans ces voies. Pour cela, deux stimulants qui agissent différemment ont
été utilisés pour activer les PMNs, I'fMLP qui est un chimioattractant standard qui active le
neutrophile par liaison a son récepteur membranaire et le PMA qui est un activateur direct de

la PKC.

1. Etude de la dégranulation du neutrophile humain : Implication de

quelques voies de signalisation

La dégranulation du neutrophile implique la libération du contenu des différents
granules intracellulaires pour renforcer a I’activité microbicide du neutrophile. Une fois
activé, le neutrophile libére le contenu des granules dans le phagosome ou dans la matrice
extracellulaire par exocytose (Seely et al., 2003). Dans le présent travail, I'activité de 1'¢lastase
libérée des granules azurophiles est utilisée comme indice pour évaluer la dégranulation des
neutrophiles. Plusieurs auteurs ont rapport¢ que la dégranulation des PMNs humains est
mieux évaluée par détermination de l'activité de I'¢lastase leucocytaire (Burnett et al., 1989;
Lemke et Ward, 1994). Pour Vocks et ces collaborateurs (2003), la libération de 1'élastase est
un marqueur enzymatique typique pour la détection de la dégranulation des PMNs activées.
Toutefois, d'autres enzymes sont utilisées comme indicateurs de la dégranulation telles que la
my¢lopéroxydase (Reichl et al., 2000), la B-glucuronidase (Mocsai et al., 1997; Hii et al.,
2001) et la lactoferrine (Mocsai et al., 2000).

Dans la présente étude, la libération de 1’¢lastase a partir des neutrophiles humains est
induite par deux stimulants différents, le fMLP/CB ou le PMA. Les résultats obtenus
montrent que l'utilisation du fMLP a 10° M seul n'induit pas la dégranulation détectable;
tandisque sa combinaison avec la cytochalasine B a 10° M provoque une meilleure
dégranulation des PMNs. Un tel résultat a ét€ rapporté par Bouriche (2005). En effet, Mdcsai
et ses collaborateurs (2000) ont rapporté que la cytochalasine B est indispensable au processus
d'exocytose. De nombreuses études soutiennent ces résultats et selon lesquelles la

préincubation des PMNs avec la cytochalasine B augmente significativement le taux de



libération de 1’¢lastase (Vocks et al., 2003) et de la MPO (Reichl et al., 2000) au cours de la
dégranulation induite par I’fMLP. Selon Beker (1990), cet effet activateur de la cytochalasine
B est dii au blocage de la polymérisation/dépolymérisation de l'actine qui constitue avec ses
microfilaments une barriére sub-membranaire. Ce blocage facilite la fusion des granules avec
la membrane plasmique puis la libération de leurs contenus dans le milieu extracellulaire.
Dans le cas de I’activation des PMNs par le PMA (107 M), la libération de 1'élastase
est plus lente. Cette libération de 1’¢lastase est deux fois plus faible que celle induite par
I’fMLP/CB. Ce résultat confirme celui rapporté par Bouriche (2005) qui a montré que
I’activation des PMNs par le fMLP/CB pendant 30 min induit une dégranulation deux fois
plus forte que celle des PMNs stimulés pendant 90 min par le PMA. En faite, le PMA induit
la libération des enzymes hydrolytiques préformées dans les granules du neutrophile (Mécsai
et al., 19997). Contrairement a I’fMLP, le PMA entraine la libération de I'¢lastase par les
PMNss indépendamment de 'augmentation du Ca®” intracellulaire (Cabanis et al., 1996).
Avant d'étudier I’effet de quelques inhibiteurs spécifiques de certaines enzymes
de signalisation qui régulent la dégranulation des PMNs, nous avons testé l'effet des ces
inhibiteurs sur l'activité de 1'¢lastase utilisée comme marqueur de la dégranulation des PMNss.
Le fait que ces inhibiteurs n’aient montré aucun effet sur I’activité de 1’¢lastase du neutrophile
permet d’exclure totalement la possibilité que I’effet de ces inhibiteurs sur la dégranulation

des PMNs soit di a leur action sur 1’activité de 1’élastase elle-méme.

Implication de la PI3kinase

La PI3kinase est une enzyme clé dans la régulation de nombreux processus cellulaires
(Vlahos, 1995). Le role de la PI3kinase dans la signalisation de dégranulation des PMNs a été
¢tudié dans le présent travail en examinant I'effet de son inhibiteur spécifique, le wortmannin
(Davies et al., 2000) sur la dégranulation des PMNSs activés par le fMLP/CB ou le PMA.

Les résultats obtenus montrent que le traitement des PMNs par le wortmannin inhibe
considérablement (p<0.01) la libération de 1'élastase des PMNs stimulés par 'fMLP/CB. Des
résultats comparables ont été rapportés par certains auteurs qui ont montré que la libération de
I’¢lastsase des PMNs fMLP-stimulés est efficacement réduite par le vortmannin (Tuluc et al.,
2004) et le LY290004 (Vocks et al., 2003), un autre inhibiteur spécifique de la PI3K. Sue-A-
Quan et ses collaborateurs (1997) ont également rapporté que le wortmannin inhibe la
sécrétion des granules des PMNs stimulés par le fMLP. En fait, de nombreux travaux menés
sur la PI3kinase rapportent que cette enzyme occupe actuellement une place éminente dans la

régulation de la signalisation au sein du neutrophile (Vlahos, 1995; Waymann et Pirola,



1998). Ceci est prouvé par le fait que des neutrophiles PI3K-déficients montrent une
diminution de leurs réponses stimulées par I’fMLP de facon similaire a celle observée chez
les neutrophiles normaux traités par le wortmannin (Sasaki et al., 2000).

Nos résultats et de la bibliographie nous permettent de dire que la PI3kinase pourrait
jouer un rdle important dans la signalisation de la dégranulation au sein du neutrophile fMLP-
stimulé.

Dans la présente étude, nous avons constaté aussi que le wortmannin exerce une
inhibition partielle sur la dégranulation des PMNs fMLP-stimulés. Une telle constatation a été
également rapportée par le groupe de Sue-A-Quan (1997). Ce résultat pourrait étre expliqué
par le fait que la PI3kinase serait une voie importante mais non exclusive pour la transduction
du signal déclenché par 'fMLP. Cela nous méne a suggérer l'existence d'autres voies de
signalisation, gouvernées par le fMLP et qui agissent parallelement a celle de la PI3kinase
pour induire la dégranulation des PMNSs.

De nombreux auteurs ont rapporté que la PI3kinase n'est pas directement impliquée
dans le processus de la dégranulation, mais son rdle serait plutot joué via l'activation d'autres
effecteurs cytosoliques (Vlahos, 1995 ; Wymann et Pirola, 1998). Certaines auteurs ont
présent¢ la PKC comme I'un des effecteurs de la PI3kinase dans la signalisation de
dégranulation du neutrophile (Stoyanova et al., 1997). Afin de vérifier l'existence d'un
éventuel lien entre la voie de la PI3kinase et celle de la PKC, l'effet de l'inhibition de la
PI3kinase par le wortmannin sur la dégranulation des PMNs PMA-stimulés a été étudié.

Les résultats obtenus montrent que le wortmannin est pratiquement sans effet sur la
libération de 1'¢lastase a partir des neutrophiles activés par le PMA. Le fait que la libération de
1'¢lastase des PMNs PMA-stimulés ne soit pas affectée par l'inhibition de la PI3kinase par le
wortmannin nous permet de dire qu’a priori la PI3kinase n’est pas impliquée dans la
transduction du signal de la dégranulation initie au niveau de la PKC. En effet, d'aprés Vlahos
(1995), la PI3kinase régule des éveénements de signalisation qui se situent en amont de la
PKC. Sachant que l'activation de la PI3kinase dépend de la sous unité By de la protéine G des
récepteurs des chimioattractants et que le PMA stimule la PKC indépendamment de ces
récepteurs (Gaudry et al., 1993). Cependant, le fait que la PI3kinase ne soit pas régulée par la
PKC n'exclut pas l'inverse (Vlahos, 1995).

Nos résultats montrent que la PI3kinase pourrait participer dans la régulation de la
dégranulation des PMNs, mais elle n'est vraisemblablement pas impliquée dans la voie de
signalisation initiée au niveau de la PKC, ce qui pourrait justifier I'absence d'effet inhibiteur

du wortmannin sur la dégranulation des PMNs en réponse au PMA.



Implication de la PKC

L'implication de la PKC dans la régulation de la dégranulation des neutrophiles a été
vérifiée en investiguant I’effet de la chelerythrine chloride, un inhibiteur spécifique de la PKC
(Laudanna et al., 1998) sur la libération de 1'¢lastase induite par le fMLP/CB ou le PMA.

Les résultats obtenus montrent que 1'inhibition de la PKC par la chelerythrine chloride
abolit fortement la dégranulation des PMNs stimulés aussi bien par le fMLP/CB que par le
PMA. Des résultats similaires ont été rapportés par Tuluc et ses collaborateurs (2004) qui ont
observé que l'inhibition de la protéine kinase C réduit considérablement la libération de
I'¢lastase des PMNs stimulés par le fMLP/CB. De méme, Cabanis et ses collaborateurs (1996)
ont rapporté que la stimulation des PMN par le PMA conduit a la libération de 1'¢lastase et
que cette libération est inhibée par le GF109203X, un inhibiteur spécifique de la PKC.

Ces résultats permettent de soulever la possibilité que la PKC pourrait intervenir dans
la signalisation de la dégranulation du neutrophile. En effet, l'activation des PMNs par le
fMLP conduit & I’activation de la PKC via l'augmentation du taux du Ca”" intracellulaire et
I'accumulation du DAG (Nishizuka, 1992; Ben-Baruch et al., 1995; Bokoch, 1995). En plus,
le PMA qui est un analogue synthétique du DAG, peut activer directement la PKC en se
fixant sur le site de liaison du DAG (Nishizuka, 1995). Ces résultats et le fait que le traitement
des PMNs avec la chelerythrine chloride prévient leur dégranulation induite aussi bien par le
fMLP que par le PMA fournissent une évidence que la PKC occuperait une place importante
dans la transduction du signal qui conduit a la dégranulation des PMNSs.

Nous avons noté également, que l'effet de la chelerythrine chloride sur la
dégranulation des PMNs stimulés par le fMLP/CB était comparable a celui exercé sur la
dégranulation des PMNs PMA-stimulés. Ceci renforce encore plus I’implication de la PKC en
tant qu’enzyme essentielle dans la signalisation intracellulaire qui régit la dégranulation des

neutrophiles activé par le fMLP/CB ou le PMA.

Implication des tyrosines kinases

Afin d’étudier l'implication des tyrosines kinases dans la signalisation de
dégranulation des neutrophiles, nous avons testé l'effet de leur inhibiteur, la genistein sur la
libération de 1'¢lastase.

Les résultats obtenus montrent que la genistein inhibe partiellement la libération de
I'¢lastase des PMNs activés par le fMLP. Ces résultats sont tout a fait en accord avec ceux
rapportés par Mdcsai et ses collaborateurs (1997) qui ont montré que l'utilisation de deux

inhibiteurs puissants des tyrosine kinases, la genistein et l'erbstatine-A réduit efficacement la



libération de la B-glucoronidase et de I'¢lastase utilisées comme indice de la dégranulation des
PMNSs stimulés par le fMLP/CB. Un résultat similaire a été également rapporté par I'équipe de
Tuluc (2004) qui ont montré que la genistein inhibe considérablement la libération de
I'¢lastase des neutrophiles fMLP-stimulés. En outre, Mdcsai et ses collaborateurs (2000) ont
montré que la genistein exerce un puissant effet inhibiteur sur I'exocytose des granules aussi
bien primaires que secondaires a partir des neutrophiles activés par I’fMLP/CB. De ce fait,
notre résultat confirme la suggestion que les tyrosine kinases seraient probablement
impliquées dans la signalisation qui mene a la libération des granules des neutrophiles.

De nombreuses études pharmacologiques et génétiques indiquent que les tyrosine
kinases sont trés probablement impliquées dans la transduction du signal au cours de la
dégranulation des neutrophiles (Ligeti er Mdcsai, 1999). En effet, il a été rapporté que la
phosphorylation des résidus tyrosines de plusieurs protéines est essentielle pour la régulation
de nombreux processus au sein des neutrophiles (Gaudry et al., 1993), et que les neutrophiles
provenant de souris transgéniques déficientes pour la famille Src-tyrosine kinases présentent
une diminution ardente de la dégranulation de ces neutrophiles en réponse au fMLP (Mdcsai
et al., 2000). Tous ces résultats sont donc en faveur de l'implication des tyrosine kinases dans
la régulation du processus de dégranulation des neutrophiles humains. Toutefois, la répression
partielle de la dégranulation causée par l'inhibition des tyrosine kinases permet de suggérer
que la voie des tyrosine kinases n'est pas la seule voie de transduction du signal de
dégranulation, mais elle peut intervenir parallélement a d’autres voies de signalisation.

Nous avons montré dans notre étude que la genistein affecte également la
dégranulation des neutrophiles PMA-stimulés. Ce résultat confirme la participation des
tyrosine kinases a la régulation de la dégranulation des PMNs suggérée par le résultat obtenus
avec le fMLP. En effet, Mocsai et ses collaborateurs (1997) ont rapporté que 25 uM de
l'erbstatine-A exerce un effet inhibiteur partiel sur la dégranulation des PMNs stimulés par le
PMA. Cependant, ces mémes auteurs ont montré que la genistein avait seulement un effet
marginal sur la réponse de dégranulation PMA-induite des neutrophiles.

La répression de la dégranulation des neutrophiles PMA-stimulés par I'inhibiteur des
tyrosine kinases peut étre expliquée par le fait que ces dernieres soient impliquées dans la voie
de signalisation initiée au niveau de la PKC. Effectivement, Gaudry et ses collaborateurs
(1993) ont rapporté que I’activation des neutrophiles par le TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-
13-acetate), un phorbol ester analogue du DAG induit 1’activation des tyrosine kinases et leur
translocation vers la membrane plasmique. Ces événements sont prévenus par l'inhibition de

la PKC prouvant ainsi son implication dans l'activation des tyrosine kinases.



Tenant compte des résultats obtenus dans la présente études et ceux rapportés dans les
différentes études citées, on peut dire que les tyrosine kinases sont impliquées dans les voies

de signalisation de dégranulation des PMNs activés aussi bien par le fMLP que par le PMA.

Implication des MAP Kinases

L'implication des MAP kinases (MAPK) dans la régulation de la réponse de la
dégranulation des PMNs est évaluée dans la présente étude en testant l'effet du PD98059,
inhibiteur spécifique des p42/p44 MAPK (Alessi et al., 1995).

Les résultats obtenus montrent que le PD98059 exerce une faible inhibition sur la
dégranulation des neutrophiles activés par le fMLP. Ces résultats nous permettent de suggérer
que les p42/p44 MAPK pourraient étre impliquées dans la signalisation qui induit la
dégranulation au sein des neutrophiles activés par le f MLP.

Le rdle des p42/p44 MAPK dans la régulation de la dégranulation des neutrophiles a
fait ’objet de nombreuses études. Cependant, les résultats apportés par ces travaux sont tres
divergents, des fois mémes contradictoires. Certains auteurs ont rapporté¢ que I’inhibition de
I’activation des p42/p44 MAPK par le PD98059 affecte la dégranulation des PMNs activés,
prouvant que les p42/p44 MAPK interviennent dans la régulation du mécanisme de
dégranulation des neutrophiles (Sue-A-Quan et al., 1997 ; Zhong et al., 2003). Par contre,
d’autres auteurs ont montré que le PD98059 n’exerce aucun effet sur la dégranulation des
neutrophiles activés par le fMLP excluant ainsi la possibilité de I’implication des p42/p44
MAPK dans la signalisation de dégranulation des neutrophiles (Hii ef al., 1999 ; Mocsai et
al., 2000). De tels résultats sont difficilement interprétables, mais cette divergence des
résultats peut étre attribuée en partie aux conditions expérimentales.

La faible inhibition induite par le PD98059 dans la présente étude indique qu’en plus
des p42/p44 MAPK, des voies parall¢les peuvent également participer a la signalisation de la
dégranulation des neutrophiles. Cependant, il a été rapporté que les MAPK peuvent constituer
des effecteurs cytosoliques de différentes proteine kinases impliquées dans la signalisation au
sein du neutrophile (Bokoch, 1995 ; Bondeva et al., 1998 ; Zhang et al., 1998).

Le PD98059 a également induit une faible inhibition de la libération de 1’¢lastase des
neutrophiles PMA-stimulés. Cette inhibition exercée sur la dégranulation des neutrophiles,
bien que faible permet de postuler que les p42/p44 MAPK pourraient intervenir dans
I’induction de la dégranulation des neutrophiles induite par 1’activation de la PKC. En effet,
Zhang et ses collaborateurs (1998) ont montré que I’activité PKC est requise pour 1’activation

des p42/p44 MAPK au sein des neutrophiles stimulés par le PMA ou le fMLP. Cette



activation PKC-dépendante est partiellement inhibée par la répression de I’activité PKC,
indiquant ainsi que I’activation des p42/p44 MAPK semble étre régie par plusieurs voies dont
la PKC (Zhang et al., 1998). Notre résultat confirme cette conclusion puisque 1’inhibition de
la dégranulation des PMNs PMA -stimulés par le PD98059 était également partielle.

On peut conclure que les p42/p44 MAPK pourraient intervenir dans la signalisation
complexe de la réponse de dégranulation des neutrophiles stimulés aussi bien par le fMLP/CB

que par le PMA.

2. Etude de la flambée respiratoire du neutrophile humain : Implication de

quelques voies de signalisation

La flambée respiratoire, une autre fonction importante des neutrophiles a été
investiguée dans la présente étude. Cette réponse se caractérise par une consommation accrue
de l'oxygéne et la production de grandes quantités du superoxyde par le complexe NADPH
oxydase. Pour investiguer quelques voies de signalisation impliquées dans l'activation de la
NADPH oxydase et l'induction de la flambée respiratoire, les neutrophiles humains sont
¢galement activés par le fMLP/CB ou le PMA.

La chimiluminescence amplifi¢e par le luminol a été utilisée pour évaluer la
production des ROS par les PMNs activés par le fMLP/CB ou le PMA. Cette
chimiluminescence est le résultat de I’interaction du luminol avec les ROS, le luminol est
oxydé par les ROS générés au cours de la flambée respiratoire pour donner une molécule
¢lectroniquement excitée. La désexcitation de cette molécule est accompagnée d’une émission
de photons détectables qui seront exploités pour évaluer la capacité des PMNs a générer les
ROS (DeChatelet et al, 1982; Lieberman et al, 1996). La chimiluminescence est actuellement
largement utilisée pour étudier la génération des ROS par les PMNs (Tarpey et al., 2004).
Cette technique offre plusieurs avantages, elle permet l'utilisation d'un nombre trés réduit de
cellules, elle facilite les conditions du travail, elle a une sensibilité élevée comparée aux
dosages chimiques tel que le test de réduction du cytochrome ¢ par les ROS (Arnhold et al.,
1999; Tarpey et al., 2004). En outre, la haute perméabilité¢ de la membrane des cellules au
luminol permet la détection des ROS générés dans le milieu extracellulaire et intracellulaire
(Dahlgren, 1991). Ainsi, la chimiluminescence luminol-dépendante est devenue de plus en
plus une technique de choix pour la détection des ROS.

Les résultats obtenus montrent que la cinétique de chimiluminescence des PMNs

activés par le fMLP/CB (10°M/10°M) apparait rapidement aprés l'injection du stimulant,



cette chimiluminescence se manifeste en deux pics sur la courbe de cinétique. De nombreux
auteurs ont rapporté que la luminescence des PMNs fMLP-activés est biphasique, et se traduit
par deux pics sur la courbe de cinétique de chimiluminescence (Dahlgren, 1991; Arnhold ef
al., 1999; Miiller et al., 2002). D'aprés ces mémes auteurs, la premicre phase de la
chimiluminescence des PMNs fMLP-activés est due a la génération des ROS extracellulaires,
alors que la deuxiéme phase correspond a l'oxydation du luminol a l'intérieur des PMNs par
les ROS intracellulaires. De leur part, Miiller et ses collaborateurs (2002) ont rapporté que la
luminescence de la premiere phase est induite par le premier signal déclenché suite a la
fixation du fMLP sur sont récepteur, tandis que la luminescence de la deuxiéme phase serait
due a I'amplification du signal apporté par le fMLP suite l'activation de la PKC, qui contribue
a I’activation de la NADPH oxydase, via ’activation de la PLD.

la chimiluminescence qui résulte de I'activation des PMNs stimulés par le PMA (107
M) apparait plus lente et est caractérisée par un seul pic sur la courbe, mais plus intense que
celle induite par le fMLP/CB. Ce résultat est en accord avec celui rapporté par Miiller et ses
collaborateurs (2002), qui ont rapporté¢ que les PMNs donnent une courbe monophasique de
chimiluminescence en réponse a l'activation par l'ester de phorbol. Cette réponse est attribuée
principalement a la production intracellulaire de ROS. Dans ce cas la courbe compléte a été
intégrée et représente la production globale de ROS (Miiller et al., 2002).

Les différences des cinétiques de chimiluminescences induites par le fMLP/CB ou le
PMA pourraient étre expliquées par le fait que ces deux stimulants agissent par deux
mécanismes différents. Il est bien établi que le fMLP agit via un récepteur membranaire
couplé a la protéine G, dont l'activation produit un signal qui est transduit par différentes
voies intracellulaires et implique l'activation de nombreuses kinases, y compris la PKC
(Bochok, 1995). Ce signal conduit a la phosphorylation puis a l'assemblage des composants
de la NADPH oxydase, deux éveénements indispensables a l'activation de ce complexe
enzymatique. Cependant, Le PMA peut activer directement la PKC en se fixant sur le site du
DAG; pour cela le PMA doit franchir la membrane plasmique pour atteindre sa cible
intracellulaire. Le PMA et les esters de phorbol sont de nature lipidique et peuvent donc
traverser passivement la membrane plasmique pour atteindre et activer directement la PKC
sans passer par les récepteurs membranaires. Dans ce cas la signalisation intracellulaire
débute directement au niveau de la PKC (Nishizuka, 1995; Vlahos, 1995).

La spécificité de la luminescence induite par le fMLP ou le PMA a été vérifiée par la
Superoxyde Dismutase. L'incubation des PMNs avec la SOD (100 Ul/ml) abolit totalement la
luminescence engendrée par les PMNs stimulés que ce soit par le fMLP ou le PMA. La SOD



dismute 1’0O,” pour générer le H,O,, ce qui entraine un épuisement du O," (Cabanis, 1996).
Ceci refléte la spécificité et la sensibilité de la technique de chimiluminescence utilisée.

La chimiluminescence est un technique de choix pour étudier I’implication de
certaines voies de signalisation dans la régulation de la flambée respiratoire des neutrophiles
humains activés par le fMLP/CB ou le PMA. Cette étude a ét¢ menée en testant 1’effet de
certains inhibiteurs spécifiques de quelques enzymes qui gouvernent ces voies au sein du

neutrophile.

Implication de la PI3kinase

Le role de la PI3kinase dans la régulation de la production du O," a été étudié en
examinant I'effet du wortmannin sur la chimiluminescence des PMNs activés par le fMLP/CB
ou par le PMA.

Les résultats obtenus montrent que le wortmannin réduit considérablement la
chimiluminescence des PMNs stimulés par le fMLP. De nombreuses études ont rapporté des
résultats similaires aux noétres. En effet, il a ét¢ rapporté que le wortmannin a des
concentration de 1'ordre du nanomolaire réduit séverement la flambée respiratoire des PMNs
activés par le fMLP (Sue-A-Quan et al., 1997; Akasaki et al., 1999). De méme, Vocks et ses
collaborateurs (2003) ont montré que l'incubation des neutrophiles avec deux inhibiteurs de la
PI3kinase, le wortamannin et le LY290004 inhibe fortement la production du O," induite par
le fMLP. Cadwallader et ses collaborateurs (2002) ont rapporté que l'inhibiteur spécifique de
la PI3kinase, LY290004, réprime la production du O, ainsi que I'accumulation du PIP3 au
sein des neutrophiles activés par le fMLP et par le PAF. En fait, les résultats apportés par
l'utilisation des inhibiteurs spécifiques de la PI3kinase sont en accord avec ceux fournis par
des études ayant utilisé des souris PI3kinase y knock-out. L’activation des neutrophiles isolés
de ces souris par le fMLP montre une diminution de la production du O, comparée avec celle
des neutrophiles issus de souris normales (Sasaki et al., 2000). Tous ces résultats, y compris
les nétres confirment donc 1'implication de la PI3kinase dans la signalisation de la flambée
respiratoire chez le neutrophile.

Les résultats obtenus montrent aussi que la préincubation des neutrophiles avec le
wortmannin provoque une inhibition partielle de la chimiluminescence des PMNs PMA-
activés. De tels résultats indiquent que la PI3kinase est impliquée dans la transduction du
signal initi¢é au niveau de la PKC et qui méne a la génération du superoxyde par les
neutrophiles PMA-stimulés.

Selon Karlson et ses collaborateurs (2000), le PMA pourait induire une activation de



la NADPH oxydase de facon sensible a 1’inhibition par le wortmannin. D’apres ces auteurs,
ceci est di a l'existence de deux niveaux de production du O, par la NADPH oxydase, un
localis¢ dans la membrane plasmique et l'autre dans les membranes des granules
intracellulaires. Il semble que le wortmannin n'affecte pas la production du superoxyde
extracellulaire mais plutdt la production intracellulaire du radical au sein des neutrophiles
PMA -activés (Karlson et al., 2000). Cela indique que ces deux niveaux de génération du O,”
sont différemment régulés par les PI3kinases.

Contrairement a ces résultats, plusieurs auteurs ont rapport¢ que le wortmannin
n'exerce pas un effet remarquable sur la flambée respiratoire des PMNs en réponse a la
stimulation par le PMA (Vlahos, 1995). Cette contradiction des résultats peut étre attribuée
aux méthodes employées pour évaluer la génération des ROS par les neutrophiles.
L'utilisation de la réduction du cytochrome C comme indice de la génération des ROS ne
permet pas de détecter le changement qui pourrait affecter la production intracellulaire
du O,", car la membrane plasmique est imperméable au cytochrome C a cause de son poids
moléculaire ¢levé et de sa charge (Tarpey et al., 2004). Cependant, la sensibilité ¢levée de la
chimiluminescence et la haute perméabilité des cellules au luminol permet la détection de la
génération des ROS aussi bien extracellulaire qu'intracellulaire.

Nos résultats soulévent donc la possibilité que la PI3kinase soit impliquée dans la
signalisation de la flambée respiratoire activée par le fMLP, ainsi que sa participation a la

signalisation gouvernée par la PKC au sein des neutrophiles activés par le PMA.

Implication de la PKC

Pour évaluer le role la PKC dans la génération des ROS au cours de la flambée
respiratoire des PMNs, nous avons testé 1'effet de son inhibiteur la chelerythrine chloride sur
la production des ROS des PMNs induite par le fMLP/CB ou par le PMA et évaluée par
chimiluminescence.

Les résultats obtenus montrent que la chelerythrine chloride inhibe totalement la
chimiluminescence des PMNs dans les deux cas de stimulants. Ces résultats permettent de
suggérer que la PKC est trés probablement impliquée dans la signalisation qui conduit a la
génération du superoxyde au sein du neutrophile. Ces résultats ont été prouvés par de
nombreux travaux dans lesquels différents inhibiteurs spécifiques de la PKC ont été utilisés
(Laudanna et al., 1998; Korchak et Kilpatrick, 2001; Vocks et al., 2003; Tuluc et al., 2004).
En effet, Dunzendorfer et Wiedermann (2000) ont montré que 1'utilisation de la staurosporine

et le GFX, deux inhibiteurs spécifiques de la PKC inhibe efficacement la flambée respiratoire



des neutrophiles stimulés aussi bien par le fMLP que par le PMA. L'implication de la PKC
dans l'induction de chimiluminescence a ¢été rapportée également par Arnhold et ses
collaborateurs (1999) en testant 'effet de la staurosporine et du bisindolylmaleimide un autre
inhibiteur spécifique de la PKC sur les PMNs activés par le fMLP.

Ces résultats sont renforcés encore plus par d'autres observations fournies par de
nombreuses études concernant l'activation du complexe NADPH oxydase. En effet, El Benna
et ses collaborateurs (1995 et 1997) ont démontré que l'activation des PMNs par le PMA
induit la phosphorylation des sous unités p47”"* et p67”"** du complexe NADPH oxydase.
Cette phosphorylation est réduite par la répression de l'activit¢ de la PKC par le GFX,
démontrant ainsi que la PKC est nécessaire pour la phosphorylation des sous unités de la
NADPH oxydase. Des résultats semblables ont été rapportés par Nixon et McPhail (1999) qui
ont rapporté également que la phosphorylation et I'assemblage des sous unités de la NADPH
oxydase dépendent de la translocation de la PKC vers la membrane plasmique. Il est par
ailleurs établi que la phosphorylation des sous unités cytosoliques et leur translocation vers la
membrane plasmique de la NADPH oxydase est un événement indispensable a 1'assemblage
et I'activation du complexe générateur du O, (Quinn et Gauss, 2004)

L’ensemble de ces résultats nous permet de dire que la PKC est effectivement
impliquée dans la transduction du signal qui régule la production du superoxyde des

neutrophiles activés aussi bien par le fMLP/CB que par le PMA.

Implication des tyrosine kinases

La chimiluminescence des neutrophiles induite par le fMLP/CB ou par le PMA a été
examinée en présence de la genistein, un puissant inhibiteur des tyrosine kinases afin
d’étudier leur réle dans la signalisation de la flambée respiratoire des neutrophiles.

Les résultats montrent que la genistein réduit efficacement la production du O, par les
PMNss stimulés par le fMLP/CB. Ce qui nous permet de suggérer que les tyrosine kinases sont
requises pour la régulation du processus de la flambée respiratoire au sein des PMNs en
réponse a I'fMLP/CB.

De tels résultats ont été rapportés par Cadwallader et ses collaborateurs (2002) qui ont
montré que l'incubation des PMNs avec la genistein induit une inhibition importante de la
génération du O," induite par le fMLP. Mdcsai et ses collaborateurs (1997) ont montré que
l'utilisation de l'erbstatin-A un autre inhibiteur spécifique des tyrosine kinases induit une
inhibition considérable de la production du O, par les PMNs fMLP-stimulés, mais cette

inhibition était légerement moins prononcée que celle provoquée par la genistein. De plus, le



traitement des PMNs avec le ST-638 diminue remarquablement la chimiluminescence des
neutrophiles fMLP-activés (Vocks et al., 2003). L'analyse des données apportées par ces
différentes études confirme I'implication des tyrosine kinases dans la signalisation de la
flambée respiratoire et qui conduit a la génération du superoxyde par les PMNSs.

En outre, notre étude montre que l'inhibition de l'activité des tyrosine kinases par la
genistein bloque également la chimiluminescence des PMNs induite par le PMA. En effet, ce
résultat soutient celui rapporté par Mocsai et ses collaborateurs (1997) qui ont montré que la
répression des tyrosine kinases par 1’erbstatin-A inhibe la génération du superoxyde par les
neutrophiles PMA-activés. Ces résultats confirment d’une part lI'implication des tyrosine
kinases dans la signalisation de la flambée respiratoire des PMNs, et suggere qu’elles

pourraient étre activées par la voie de la PKC d’autre part.

Implication des MAP Kinases

De nombreuses études présentent les MAP kinases comme des effecteurs qui
pourraient étre impliqués dans les voies de signalisation au sein du neutrophile. Pour vérifier
I’implication des MAP kinases dans la signalisation qui gouverne la flambée respiratoire, les
PMNSs ont été incubés avec le PD98059, un inhibiteur spécifique des p42/p44 MAP kinases.

Les résultats montrent que la répression de 1’activation des p42/p44 MAPK par le
PD98059 induit une faible inhibition de la chimiluminescence des neutrophiles fMLP/CB-
stimulés. De nombreuses études on rapporté que le prétraitement des neutrophiles par le
PD98059 réduit partiellement la production du superoxyde induite par le fMLP (Avdi et al.,
1996 ; Downey et al., 1998). Tandisque, Djerdjouri et ses collaborateurs (1999) ont démontré
que le PD98059 inhibe considérablement la génération du superoxyde fMLP-induite par les
PMNs. D’autres études renforcent encore plus ces résultats, ainsi Dewas et ses collaborateurs
(2000) ont prouvé que le blocage de ’activation des p42/p44 MAPK par le PD98059 inhibe la
phosphorylation de la p47™™, sous unité essentielle pour I’assemblage et ’activation de la
NADPH oxydase au sein des neutrophiles.

Donc, tous ces résultats y compris le notre sont en faveur de I’implication des p42/p44
MAPK dans la régulation de la réponse oxydative au sein des neutrophiles.

Des études faites auparavant ont rapportés que les MAP kinases peuvent étre des
effecteurs cytosoliques de la PKC (Cobb et Goldsmith, 1995 ; Nishizuka, 1995 ; Zhang et al.,
1998). Pour vérifier la possibilité de 1’activation des p42/p44 MAPK par la voie de la PKC,
les neutrophiles ont été stimulés par le PMA en présence du PD98059.



Les résultats obtenus montrent que la répression de 1’activation des p42/p44 MAPK par le
PD98059 exerce une inhibition relativement faible sur la chimiluminescence des PMNs
stimulé par le PMA. En effet, notre résultat est confirmé par celui rapporté par Downey et ses
collaborateurs (1998) qui ont montré que I’inhibition de 1’activité¢ p42/p44 MAPK réduit
partiellement la production du O," par induite suite a 1’activation de la PKC par le phorbol
ester TPA au sein des PMNs. De plus, Zhang et ses collaborateurs (1998) ont également
montré que ’activité PKC est requise dans l’activation des p42/p44 MAPK au sein des
neutrophiles stimulés par le PMA, et que cette activation PKC dépendante est partiellement
inhibée par la répression de 1’activité PKC. Ces résultats nous permettent de suggérer que les
p42/p44 MAPK sont impliquée dans la signalisation de la flambée respiratoire régie par la
PKC au sein des PMNs PMA-activés.

Les résultats de I'utilisation du PD98059 nous permettent de conclure que les p42/p44
MAPK seraient probablement impliquées dans la régulation du signal qui gouverne la
production du O," au cours de la flambée respiratoire des neutrophiles humains stimulés par

le fIMLP et le PMA.



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre travail a été consacré a I’investigation de certaines voies de signalisation qui
régissent l'activation de la dégranulation et de la flambée respiratoire du neutrophile humain.
Nous avons essay¢ de mettre en évidence 1I’implication de certaines enzymes dans la cascade
de ces deux fonctions.

Nous avons pu montré que la PKC, la PI3kinase, les tyrosine kinases et les p42/p44
MAPK sont impliquées dans la signalisation de dégranulation et de la flambée respiratoire au
sein du neutrophile. Nos résultats fournissent une évidence que les tyrosine kinases et les
p42/p44 MAPK pourraient constituer des effecteurs cytosoliques pour la voie de la PKC au
cours de la dégranulation et de la flambée respiratoire au sein des neutrophiles. La voie
PI3kinase n’est vraisemblablement pas activée par la voie de signalisation initiée par la PKC
au cours de la dégranulation. Cependant, elle peut participer dans la régulation de la
signalisation de la flambée respiratoire régie par la PKC au sein des neutrophiles PMA-
stimulés. Ces différentes enzymes peuvent constituer des voies de signalisation commune
entre la dégranulation et la flambée respiratoire au sein des neutrophiles humains, avec
quelques divergences concernant le potentiel d’implication de ces enzymes dans chacune des
réponses.

Toutefois, la PKC, la PI3kinase, les tyrosine kinases et les MAP kinase sont exprimées
sous différentes isoformes au sein du neutrophile. Le role de ces isoformes dans la régulation
des mécanismes de la mobilisation des différentes granules ainsi que dans I’assemblage et
I’activation de la NADPH oxydase est encore a établir.

L’utilisation des inhibiteurs spécifiques des isoformes de ces enzymes de signalisation
serait un puissant outil qui permettra 1’indentification des isoformes précises qui sont
impliquées dans la transduction du signal au sein du neutrophile. Il est également possible
d’adopter une approche génétique qui consiste en 1’utilisation des cellules dépourvues d’une
isoforme d’enzyme de signalisation pour ¢€lucider 1’implication de cette isoforme dans la
régulation des mécanismes qui conduisent aux réponses des neutrophiles. Ces différentes
approches, ainsi que [’utilisation d’autres agents activateurs des neutrophiles offrira la
possibilité¢ d’étudier I’implication d’autres voies inexplorées dans la régulation des activités

des neutrophiles humains.
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Résumé :

Dans la présente étude, ’effet de quelques inhibiteurs spécifiques de certaines voies de signalisation
impliquées dans la régulation de la dégranulation et de la flambée respiratoire des neutrophiles humains
fMLP/CB et PMA-activés, a été étudié. L activité de I’¢lastase libérée par les neutrophiles stimulés est exploitée
pour estimer la dégranulation de ces cellules. Tandisque, la chimiluminescence amplifiée par le luminol est
utilisée pour évaluer la flambée respiratoire des PMNs stimulés. La dégranulation des neutrophiles fMLP/CB ou
PMA-stimulés est significativement inhibée par la chelerythrine chloride, la génistéine et le PD980590. Le
wortmannin a exercé une inhibition significative sur la dégranulation des PMNs fMLP/CB-stimulés seulement,
sans affecter la dégranulation induite par le PMA. Cependant, tous les inhibiteurs utilisés dans la présente étude
ont exercé une inhibition significative sur la flambée respiratoire des neutrophiles stimulés aussi bien par le
fMLP/CB que par le PMA. Cette étude fournit une évidence que la PKC, la PI3kinase, les tyrosine kinases et les
p42/p44 MAPK sont impliquées dans la signalisation de dégranulation et de la flambée respiratoire au sein du
neutrophile. Nos résultats fournissent une évidence que les tyrosine kinases et les p42/p44 MAPK pourraient
constituer des effecteurs cytosoliques pour la voie de la PKC au cours de la dégranulation et de la flambée
respiratoire au sein des neutrophiles. La voie PI3kinase n’est vraisemblablement pas activée par la voie de
signalisation initi¢e par la PKC au cours de la dégranulation. Cependant, elle peut participer dans la régulation de
la signalisation de flambée respiratoire régie par la PKC au sein des neutrophiles PMA-stimulés. La voie de la
PKC peut conduire a I’activation des tyrosine kinases aussi bien au cours de la dégranulation que lors de la
flambée respiratoire. La PI3kinase peut intervenir, au moins partiellement, dans la signalisation de la flambée
respiratoire régie par la PKC au sein des neutrophile. Ces enzymes peuvent constituer des voies communes pour
la transduction du signal au cours la dégranulation et de la flambée respiratoire des neutrophiles.

Mots clés : Neutrophile, Dégranulation, Flambée respiratoire, Chimiluminescence, Signalisation
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Abstract:

The effects of some specific inhibitors of certain signaling pathways involved in both fMLP/CB- and
PMA-stimulated human neutrophils degranulation and respiratory burst were studied. Neutrophil degranulation
was measured using elastase release as marker. While, Luminol-enhanced chemiluminescnec was used to
evaluate neutrophil respiratory burst. Results revealed that degranulation was effectively inhibited by
chelerythrine chloride, genistein and PD98059 in both fMLP/CB and PMA-simulated neutrophils. wortmannin
showed no effect on PMA-stimulated neutrophil degranulation. On the other hand, all inhibitors used in this
study were able to inhibit both fMLP/CB and PMA-induced neutrophil respiratory burst. The present study
revealed that PKC, PI3kinase, tyrosine kinases and p42/44 MAPK take part into the intracellular signalling
network involved in both neutrophil responses. PKC may activate tyrosine kinases and p42/44 MAPK in PMA-
stimulated neutrophils. Whereas, PI3kinase may be partially involved in neutrophil respiratory burst triggered
pay PKC signalling pathway.These enzymes may constitute a common signalling pathways implied in both
neutrophile degranulation and respiratory burst.
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