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Introduction

Du point de vue didactique, le systeme immunitaire est décomposé en deux systemes
complémentaires : le compartiment inné et le compartiment adaptatif. Cette subdivision est

loin d’étre tranchée comme nous pourrons le voir ultérieurement

Les cellules épithéliales au contact avec le milieu extérieur, les neutrophiles et les
macrophages résidents dans les tissu, les cellules Natural Killer (NK) pour la partie cellulaire
les anticorps ainsi que le systeme du complément et diverses protéines solubles pour la partie
moléculaire sont classés comme acteurs de I'immunité innée. Il s’agit de I'immunité la plus
rudimentaire, présente également dans les organismes les plus simples, elle devient de plus
en plus élaborée au cours de I'évolution. Elle permet une réponse non-spécifique de I'agent
agresseur, méme si elle est particuliere a chaque catégorie d’agents susceptibles de la
mobiliser, rapide et spontanée, c’est-a-dire qu’il n’y a pas d’apprentissage nécessaire. Elle est
principalement un héritage génétique, méme si les travaux les plus récents montre qu’une
forme d’apprentissage et de mémoire existe aussi pour ce versant de l'immunité. La
coévolution entre les micro-organismes et les organismes supérieurs a permis de sélectionner
des récepteurs et des mécanismes capables de reconnaitre les micro-organismes et de les
différencier du soi immunologique, étape indispensable a I'initiation d’une réponse’.
L'immunité innée est caractérisée par une réponse rapidement mobilisable et qui est présente
partout dans I'organisme, y compris aux barriéres, constituant ainsi une défense de premiere
ligne dont les modes d’action sont relativement invariables pour tout organisme étranger
détecté au cours de la vie de I'organisme.

L'immunité adaptative, au contraire, repose sur un principe de brassage de génes permettant
la formation aléatoire de récepteurs, lesquels sont amplifiés lorsqu’ils reconnaissent |'agent
étranger. L'immunorécepteur sélectionné permet ainsi une défense adaptée et spécifique de
I'intrus détecté. L'immunité adaptative présente donc des effecteurs spécifiques de cet agent
étranger a l'organisme, qui s’acquiérent et permettent son élimination. Ces mécanismes
acquis sont conservés sous forme de cellules a mémoire lesquelles sont conservées pendant
des périodes plus ou moins longues de la vie de I'individu, créant ainsi un répertoire propre a

chaque organisme et fonction des expériences antigéniques rencontrées.



Parmi les acteurs de I'immunité cellulaire, les neutrophiles jouent un réle central car produits
en tres grand nombre, ils ont la capacité de tuer et dégrader des agents infectieux dans tous
les tissus. Ce rble de soldat n’est cependant pas dépourvu de risques, car leur contenu
cellulaire riche en médiateurs inflammatoires et enzymes provoque des Iésions cellulaires et
tissulaires parfois séveres et irréversibles. C'est pourquoi leur étude et la connaissance des
mécanismes de I'immunité qui les mobilisent est essentielle a la compréhension de la réponse

anti-infectieuse et de I'inflammation associée.



1 Les granulocytes neutrophiles
1.1 Présentation générale

1.1.1 Morphologie
1.1.1.1 A I’échelle cellulaire

Les granulocytes neutrophiles appartiennent a la lignée granulocytaire qui est caractérisée par
la présence de nombreux granules au sein de leur cytoplasme, d’ou découle leur nom. lls
possedent en outre un noyau plurilobé, ce qui a conduit a les désigner pendant longtemps
comme des polynucléaires. Les caractéristiques de leurs granules cytoplasmiques permettent
de les diviser en trois groupes : les granulocytes neutrophiles, les granulocytes basophiles et
les granulocytes éosinophiles, car les granules ont des aspects différents en fonction de leur
affinité pour les colorants utilisés en cytologie. On emploi souvent le nom de neutrophiles par

simplification, et c’est cette dénomination que nous utiliserons dans la suite du texte.

Les neutrophiles sont des cellules arrondies de 10 a 15 um de diametre, dont le noyau
mature présente deux a cing lobes avec une chromatine dense. Les granulocytes neutrophiles
constituent 50 a 70% des lymphocytes du sang chez la plupart des espéces monogastriques ;
les ruminants ont une proportion de neutrophiles circulants plus faibles avec seulement 30-
40% de ces cellules parmi les leucocytes sanguins. La moitié d’entre eux sont marginaux, c’est-
a-dire gu’ils sont attachés a la paroi des vaisseaux, particulierement dans les organes comme
la rate, le foie et les poumons. Leur durée de vie dans les vaisseaux sanguins est généralement
breve, d’environ 24 heures dans des conditions physiologiques. lls survivent en moyenne 3
jours aprés diapédeése dans les tissus. Ceci explique le fort taux de renouvellement de ces

. . - T 11 .
cellules avec une production quotidienne estimée a 10" neutrophiles.

Les neutrophiles jouent un role central dans la défense de I'h6te vis-a-vis des agents

pathogenes, notamment bactérien et en conséquence dans la réaction inflammatoire.
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Figure 1: Morphologie d'un neutrophile en microscopie optique” et microscopie électronique a transmission .

1.1.1.2 Contenu subcellulaire : granules et vésicules

Les neutrophiles possedent des granulations distinctes morphologiquement et
biochimiquement de celles des autres granulocytes. Leurs granules contiennent une large
panoplie de protéines antimicrobiennes, ainsi que des protéases, des molécules participant a
I’explosion respiratoire et un grand réservoir de protéines membranaires de liaison a
I'’endothélium, a la matrice extracellulaire, aux bactéries, et des médiateurs solubles de
I'inflammation. L’acquisition des granules est séquentielle au cours de la différenciation des

neutrophiles, avec trois types de granules :

- Les granules primaires ou azurophiles (a cause de l'affinité pour l'azur de
méthylene) sont présents deés le stade promyélocyte par fusion a partir du Golgi
contenant de la myélopéroxydase en grande quantité dont la production s’arréte
a la transition du promyélocyte vers le myélocyte.

- Les granules secondaires apparaissent au stade de myélocyte et de
métamyélocyte ; elles contiennent de grandes quantités de lactoferrine et de

faibles quantités de gélatinase. lls sont également appelés granules spécifiques.



- Les granules tertiaires différent peu des précédents mais contiennent des
concentrations plus élevées de gélatinase mais plus faibles de lactoferrine, formés
au stade de neutrophile immature (band cells), ainsi que dans les cellules

polylobées.

A ces granules, s’ajoutent des vésicules sécrétoires formées dans les neutrophiles segmentés ;
ils contiennent des protéines plasmatiques, ce qui indiquerait une formation par le

mécanisme d’endocytose de ces vésicules.

Toutes ces composants cytoplasmiques ont une structure commune avec une bicouche
phospholipidique et une matrice granulaire contenant des protéines destinées a I'exocytose

ou bien a la fusion au phagosome.

1.1.1.2.1 Les granules primaires

Les granules primaires contiennent des hydrolases acides ainsi que des protéines
antimicrobiennes, ce qui les a faits considérer pendant plusieurs années comme des
lysosomes primaires. Cependant, ils n’expriment pas les protéines LAMP-1 et LAMP-2
caractéristiques des lysosomes, ce qui leur confére plutot un role de granules a sécrétion

controlée.

Les granules azurophiles peuvent étre subdivisés en deux groupes en fonction de leur
apparition au stade promyélocyte : les premiers produits sont pauvres en défensines tandis
gue ceux formés a la fin du stade promyélocyte sont plus riches. Les granules azurophiles sont
peu sensibles aux stimuli ; ils sont donc peu sécrétés et jouent majoritairement un role dans
la destruction des micro-organismes au sein du phagolysosome. La myélopéroxydase (MPQ)
peut quant a elle étre déversée au sein du phagosome, mais aussi dans le milieu extracellulaire
provoguant ainsi une suite de réactions pouvant a terme altérer la membrane des
microorganismes et conduire a leur destruction. Les alpha-défensines constituent en
moyenne 5% des protéines contenues au sein des neutrophiles humains et possedent une
activité antimicrobienne envers un large panel de bactéries, champignons, virus enveloppés
ainsi gu’envers les protozoaires. Elles provoquent également un réle de chimioattractants
envers les monocytes ainsi que pour les lymphocytes T CD4+ ou CD8+ aprées exocytose. On

retrouve également dans les granules primaires des BPI (bactericidal /permeability increasing
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proteins) qui ont une activité bactéricide en plus de pouvoir se lier aux neutrophiles et aux
macrophages afin de déclencher la phagocytose des bactéries Gram-négatives reconnues via
leur LPS.

Enfin, sont également présentes : i) des serprocidines capables de lyser des composants de la
Matrice extracellulaire (MEC) et de réagir avec les cellules de I'endothélium, de I'épithélium,
les plaquettes, ainsi qu’avec des effecteurs de la réponse inflammatoire ; et ii) 'azurocidine
qui peut exercer une action chimioattractive sur les monocytes, les lymphocytes T et les

fibroblastes, ainsi que stimuler la vasodilatation lors de I'extravasation des neutrophiles.

1.1.1.2.2 Granules sans peroxydase

Comme dit plus haut, la production de MPO s’arréte lors de la différenciation en myélocyte,
ce qui permet donc de regrouper les granules secondaires et tertiaires, car leur synthese se
fait de maniére continue entre les stades myélocyte, métamyélocyte, neutrophile immature
puis segmenté. Cependant, les protéines contenues dans les granules spécifiques et tertiaires
font qu’ils exercent des fonctions différentes. D’'une part, les granules a gélatinase semblent
opérer essentiellement lors de I'extravasation des neutrophiles et de la diapédeése, avec des
protéines de dégradation de la MEC ainsi que des récepteurs essentiels a ces étapes de la
réponse inflammatoire. D’autre part, les granules spécifiques ont un arsenal protéique
antimicrobien utile lors de I’élimination des micro-organismes aussi bien dans le phagosome
gue dans le milieu extracellulaire. On retrouve des molécules a fort pouvoir antimicrobien
dans ces granules telles que la lactoferrine, le CAP-18 humain (hCAP18) appartenant au
groupe des cathélicidines, la lipocaline associée a la gélatinase neutrophilique (NGAL), le
lysozyme et la protéine Natural resistant-associated macrophage 1 (Nramp-1), ainsi que des

métalloprotéases.

1.1.1.2.3 Les vésicules sécrétoires

Ces vésicules de localisation cytoplasmique contiennent essentiellement des récepteurs
membranaires nécessaires lors des premiéres phases de la réaction inflammatoire régie par
les neutrophiles. La fusion de ces vésicules a la membrane plasmique répond a différents

stimuli et permet notamment I'expression des [2- intégrines CD11b-CD18, et de divers autres
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récepteurs. L'exocytose des vésicules sécrétoires est accompagnée de |'apparition des L-
sélectines sur la membrane des neutrophiles. Ces différents changements vont permettre la
liaison ferme des neutrophiles aux cellules endothéliales activées par divers signaux de la

réponse inflammatoire au sein du tissu.

Ces différents granules cytoplasmiques vont jouer un réle important en fonction des stimuli
de la réponse inflammatoire aiglie qui est régie par les neutrophiles en déversant leur contenu

dans le milieu extérieur ou bien dans le phagosome.

1.1.1.3 Hématopoiese et différenciation

L’hématopoiése est I'ensemble des mécanismes qui concourent a la production des éléments
figurés du sang. Till et McCulloch ont mis en évidence en 1960, les cellules souches
hématopoiétiques présentes dans la moelle osseuse a partir d’expériences réalisées chez des
souris. Par la suite, la culture de ces cellules a permis de différencier différentes unités formant
colonies (CFU) a I'origine de grands types leucocytaires :

- CFU-G al'origine des granulocytes neutrophiles

- CFU-M pour les monocytes

- CFU-Eo qui génerent les éosinophiles

- CFU-GEMM capables de produire les principales cellules myéloides
Ces cultures ont également permis de mettre en évidence une dépendance vis-a-vis des
facteurs de croissance, nommés Facteurs stimulant des colonies ou CSF, qui conduisent a la
production de précurseurs ou CFU variés a partir d’'une méme cellule souche hématopoiétique

(HSC).
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Figure 2: Hématopoiéese des cellules sanguines

L’hématopoiése se déroule au sein de la moelle osseuse chez le nouveau-né et I'adulte, dans
les os longs, certains os plats et les vertébres, alors que chez le foetus, cette production est
assurée d’abord par le sac vitellin puis par le foie. Il s’agit d’une différenciation a partir d’'une
HSC tres peu différenciée et capable d’auto renouvellement. La différenciation suit un
programme morphogénétique précis et donne lieu a une organisation pyramidale avec au
sommet la cellule souche hématopoiétique et a sa base les différents types cellulaires
différenciés formant les lignées myéloide et lymphoide.

Lors de la granulopoiese, un progéniteur multipotent se différenciera en progéniteur myéloide
commun, lequel a la capacité de donner un progéniteur mégacaryocyte-érythrocytaire ou un
progéniteur granulocyte-macrophage. Ce dernier va poursuivre la différenciation via des
stades successifs allant du myéloblaste jusqu’au neutrophile mature. La production totale des
neutrophiles peut atteindre jusqu’a 2.10" cellules par jour. Seul le neutrophile mature
présente un noyau caractéristique plurilobé ; a ce stade, ce sont alors des cellules totalement
différenciées, incapables de se diviser, et de subir des changements majeurs de leur

phénotype une fois qu’elles ont quitté la moelle osseuse.
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Figure 3: Etapes de la granulopoiése neutrophilique

1.1.1.4 Contrdle de la différenciation cellulaire en neutrophile

Au sein de la moelle osseuse, s’établit un microenvironnement optimal appelé niche, ol sont
présents les différents signaux qui vont guider la différenciation des cellules souches vers le
phénotype neutrophile. En effet les cellules stromales présentent des caractéristiques
d’adhérence, permettant le contact et le lien avec les cellules en maturation. Elles vont
produire des chimiokines de guidage et de localisation, ainsi que des facteurs de croissance et
des cytokines qui promeuvent la différenciation et la multiplication. Il existe donc différentes
niches responsables de la différenciation de différentes lignées, avec des signaux spécifiques,
provenant de différentes cellules (fibroblastes spécialisés, cellules endothéliales, ostéoblastes
et adipocytes). Les cellules les moins différenciées dont la HSC sont situées prés de la paroi
avec un flux sanguin bas ainsi qu’une pression partielle en 02 faible, tandis que les cellules les
plus différenciées se trouvent plus prés du sinus central et donc de la circulation sanguine
gu’elles rejoindront a la fin du processus de différenciation. Ainsi dans chaque
microenvironnement est mis en place une signalisation par contact entre cellules
hématopoiétiques et cellules stromales. Outre cette régulation intrinseque, la différenciation
de ces cellules est également sous la dépendance de facteurs diffusibles sécrétés par les
cellules stromales ou bien provenant du sang. Cela introduit donc un contréle a distance a
I’échelle de I'organisme. De maniére générale, la production d’IL-1, IL-6 et de GM-CSF lors
d’une réponse inflammatoire stimule I’"hématopoiese.

La production des neutrophiles correspond a la majeure part de la production de la moelle
osseuse (environ 30%). Il s’agit essentiellement d’un équilibre entre des signaux constants au
sein de la niche a I'équilibre, et des signaux de différenciation et de libération dans la

circulation systémique lors d’inflammation. Le récepteur CXCR4 joue un role majeur dans la
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rémanence des cellules souches mais aussi des cellules plus différenciées au sein de la moelle.,
La chimiokine CXCL12, exprimé a la membrane des cellules stromales, se lie a ce récepteur. Le
signal induit, provoque la rétention des cellules dans la moelle via I'interaction VLA4/VCAM1.
L’expression de CXCR4, ainsi que celle de VLA4 a la membrane des neutrophiles, diminue au
cours de leur maturation, permettant in fine la libération des cellules matures dans les
vaisseaux sinusoides. Par ailleurs, le relargage des neutrophiles est régulé par les ligands de
CXCR2, parmi lesquels on trouve CXCL1, CXCL2, CXCL5 et CXCL6. Les deux premiers sont
synthétisés par les cellules endothéliales de la moelle osseuse, tandis que les CXCL12 présent

dans les niches hématopoiétiques, provient essentiellement des ostéoblastes>.

Le facteur G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor) est un stimulant essentiel de la
production des granulocytes. Il n’est cependant pas nécessaire, lors d’inflammation®. Le signal
est responsable de la libérationdes neutrophiles matures a partir de la moelle, en plus de
stimuler la prolifération des cellules souches de la lignée et d’accélérer la maturation
nécessaire avant le relargage. G-CSF aurait un effet inhibiteur sur la production de
CXCR4/CXCL12, en réduisant respectivementl’expression sur les cellules myéloides, ainsi que
la sécrétion par les cellules stromales.

La moelle osseuse étant également un lieu d’épuration des neutrophiles 4gés, un changement
du niveau d’expression des récepteurs membranaires se produit, a I'origine d’'une plus grande

sensibilité aux signaux, et favorisant ainsi un retour a la moelle, ou « homing ».

Par ailleurs, la production de neutrophiles est largement régulée par le taux d’apoptose des
neutrophiles matures, ceux-ci étant phagocytés par des macrophages et des cellules
dendritiques dans les tissus. Ce phénomene est connu sous le nom d’efferocytose. Ceci est a
I'origine d’une réduction de la production par les cellules phagocytaires d’IL-23, interleukine
qui stimule la production d’IL-17A, elle-méme a I'origine d’une stimulation de la production
de G-CSF. Ainsi, une augmentation de la quantité de neutrophiles dans les tissus engendre
une diminution de la production de G-CSF. Ainsi CXCR-4 joue un role primordial dans la
rétention des neutrophiles au sein de la moelle, créant ainsi une réserve disponible lorsqu’un
signal pour la libération dans la circulation sanguine est détecté. CXCL-12 présent a la surface
des cellules stromales de la moelle osseuse (ancien SDF-1) est inhibé par G-CSF, alors que ce

facteur de croissance stimule I'expression de KC/CXCL8et Grof3/CXCL2, qui sont des ligands de
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CXCR-2, inversant ainsi la balance de signalisation et favorisant ainsi la libération des

neutrophiles dans la circulation systémiqu

e.

Plusieurs molécules participent a la régulation de ’"hématopoiése, avec encore de nombreux

parametres inconnus. Différentes études ont ainsi pu démontrer le réle de certaines cytokines

dans le maintien des HCS au sein de la moelle ou bien la libération dans la circulation

périphérique.
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Figure 4: Mécanismes de la différenciation et de la libération des neutrophiles au sein de la moelle épiniére3
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Tableau 1 : Molécules effectrices dans la granulopoiése

Molécule Fonction

Angiopoiétine 1, Tie 2 et N-cadhérine Maintien HSC quiescente dans la niche, lien avec

controdle cycle cellulaire

G-CSF Régulation de SDF-1 (CXCL-12)

SDF-1 (CXCL-12) Exprimée dans les cellules stromales, attire HSC

CXCR-4 Exprimé dans HSC, récepteur de SDF-1

VLA-4, LFA-1, Opn, Intégrines, autres cellules Leur activation est nécessaire pour la mobilisation

d’adhésion de surface de HSC

MMP-9, MMP-2 et sKitL Induites par G-CSF et SDF-1 pour la mobilisation de
HSC

FGF-4 Forme n gradient entre les cellules stromales et le

réseau vasculaire pour recruter HSC

VEGF4, PLGF, , autres facteurs de croissance Mobilisation et recrutement de HSC

>D’apres Z.Li (2006)

D’aprés Frenette et al ® le systéme nerveux sympathique participe a la mobilisation des HSC
dans la niche. Ces mécanismes restent cependant mal connus®. De méme, il a été montré chez
des souris axéniques, qui ne possédent pas de flore microbienne commensale, qu’une
neutropénie marquée était présente. Cela signifie que les cellules progénitrices répondent a
des stimuli spécifiques provenant directement de la flore ou du tube digestif lorsqu’il est
normalement colonisé par la flore microbienne’.

L’équilibre entre renouvellement et différenciation des HSC est donc finement régulé par
différents mécanismes intrinseques et extrinseques au microenvironnement, avec une

participation centrale des cellules stromales de la moelle osseuse.

1.1.1.5 Distribution des neutrophiles entre tissus

A I’état physiologique, les neutrophiles matures sont présents dans la circulation sanguine ou

bien dans les tissus. lls sont normalement transportés par le flux sanguin. lls constituent entre
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60 et 70% des leucocytes circulants chez les carnivores et environ 20-30% chez les bovins.
Cependant, seuls 1 a 2 % du pool total se trouvent effectivement dans la circulation et les
vaisseaux sanguins, la vaste majorité étant au contact de I'endothélium des capillaires au sein
de la rate, du foie, des poumons et dans la moelle osseuse. Des études ont montré que les
neutrophiles résident plus longtemps au sein du parenchyme pulmonaire sans que les
mécanismes qui y président soient exactement déterminés : il semblerait que le temps accru
ne soit pas uniguement imputable au fait que les poumons recoivent 'intégralité du sang
éjecté par le coeur. Des données suggerent que les neutrophiles passent plus de temps en tant
gue « sentinelles » dans les vaisseaux pulmonaires par rapport aux autres organes, sans que

cela soit vraiment explicité®.

La réserve de neutrophiles permet, dans le cas d’une infection par un ou plusieurs
microorganismes, de mobiliser une grande quantité de neutrophiles, avec un nombre de

neutrophiles circulants qui peut étre multiplié par 10.

Malgré l'idée communément admise que les neutrophiles constituent une population
homogene dans la circulation sanguine, plusieurs études ont montré qu’il existe des
différences non négligeables au sein de cette population. Ceci est retrouvé dans les conditions
physiologiques avec des changements dus a I'dge, ainsi que dans diverses conditions
pathologiques, avec une libération accrue de neutrophiles immatures. On retrouve ces
différences au niveau fonctionnel ainsi qu’au plan phénotypique’. Ces changements seront
détaillés par la suite. La quantité de neutrophiles circulants est un équilibre entre les
neutrophiles libérés par la moelle épiniere et la séquestration des neutrophiles agés dans les
tissus périphériques, ou ils vont étre éliminés. Dans I'espece humaine, les neutrophiles ont
une espérance de vie moyenne de 6 a 8 heures '°. Ce sont des cellules capables de fortes
pressions, en adaptant leur morphologie et en modulant leur interaction avec I'endothélium,
afin de couvrir une large distribution au sein de l'organisme. Les neutrophiles sont
susceptibles de migrer lors d’inflammation, a la suite d’une infection ou d’un trauma tissulaire,
afin d’y exercer leur rble. Le cas échéant, ils vont subir des changements morphologiques

traduisant le vieillissement cellulaire, ainsi qu’une perte de leurs fonctions cellulaires.
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1.1.2 Migration lors d’inflammation aiglie

Dans sa forme classique, I'inflammation aiglie peut étre décrite par cing signes locaux
majeurs : chaleur, rougeur, douleur, tuméfaction et altération des fonctions. Ces singes
cliniques sont la conséquence de la vasodilatation des petits vaisseaux périphériques causant
une baisse du débit qui les traverse. Outre comme conséquence d’une infection (bactérienne
notamment), celle-ci peut étre également apparaitre a la face endothéliale a la suite de la
mort de cellules ou de lésions tissulaires stériles. Il est difficile de savoir si les neutrophiles
sont capables de différencier une inflammation stérile d’un contexte infectieux. Cependant,
dans les conditions décrites, les neutrophiles sont ralentis et ils peuvent s’arréter a
I’emplacement ou la reconnaissance de signaux inflammatoires a lieu, et migrer ensuite dans

. P N . . 1,11
les tissus affectés ou au siege de l'infection™"".

1.1.2.1 Recrutement
Les macrophages et les mastocytes sont majoritairement présents au sein des tissus et ont un

role de sentinelles. Ces cellules initient le recrutement des neutrophiles, ainsi que divers
processus tels que l'augmentation de la perméabilité vasculaire et la production de
chimiokines. Ceci est provoqué par la reconnaissance de motifs moléculaires associés soit a
aux micro-organismes (MAMPs pour Microbial Associated Molecular Patterns) soit a des
molécules intracellulaires (DAMPs pour Damage Associated Molecular Patterns, appelés aussi
alarmines). Ces motifs moléculaires particuliers sont reconnus par des récepteurs
membranaires ou intracellulaires dits PRR (pour Pathogen-Related Receptors) qui sont
exprimés dans ou sur les cellules sentinelles (macrophages, cellules dendritiques et
mastocytes) au sein des tissus. Cette interaction provoque la libération de cytokines et de
chimiokines, qui vont déclencher des modifications de |I'expression de molécules a la surface
des endothelia qui sont alors activés. En quelgues minutes il va y avoir exposition des P- et E-
sélectines, qui étaient auparavant présentes dans des vésicules cytoplasmiques ; leur synthese
est également stimulée au sein des cellules de I'endothélium. Trois cytokines majeures sont
également synthétisées : le facteur de nécrose TNF-o (Tumor Necrosis Factor alpha) , les
interleukine IL-1 et IL-6. Récemment, un ro6le aussi été attribué aux plaquettes qui

. . . . . 12
interviendraient dans I’extravasion des neutrophiles®*?.
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1.1.2.1.1 Les cytokines
TNF-o est produite non seulement par les cellules sentinelles activées par les récepteurs TLR

(pour Toll-like receptors), mais également par I'endothélium Iésé. Sa sécrétion dans le milieu
extracellulaire va provoquer la libération de cytokines et chimiokines par les cellules voisines
et par la suite 'adhérence, la migration, I'attraction et I'activation des leucocytes, comme les
neutrophiles. Sa sécrétion peut également étre stimulée par des neurotransmetteurs
(neurokin-1). Au niveau systémique, TNF-a peut diminuer le débit cardiaque, augmenter la
perméabilité capillaire ainsi que provoquer la formation des thrombi. Son action sur les
neutrophiles va permettre de les attirer au lieu de I'infection, d’augmenter leur adhérence a
la paroi de I'endothélium, et promouvoir la phagocytose par ces cellules. TNF-o. agit
également sur d’autres leucocytes, notamment en stimulant sa propre libération en plus de
celle de I'lL-1 par les macrophages, tout comme d’autres médiateurs de I'inflammation.

En association avec I'lL-1, cette cytokine va agir au niveau de I'endothélium des capillaires
sanguins, qui sont essentiels pour I'arrét puis I'adhérence des neutrophiles. Cette association
au niveau systémique déclenche la fievre, la léthargie et la perte plus ou moins marquée de
I'appétit tandis qu’elle induit la synthése des protéines de la phase aigiie par le foie.

Enfin, I'lL-6 est produite par des lymphocytes T, des macrophages ainsi que des mastocytes,
notamment en présence d’endotoxines bactériennes. Cette cytokine joue un réle primordial
dans la résistance aux infections bactériennes et semble étre responsable de la transition
d’une inflammation précoce dominée par l'action des neutrophiles vers les phases plus
tardives de l'inflammation olU les macrophages prédominent. Elle joue un role anti-
inflammatoire par inhibition du TNF-o et la stimulation de la synthese d’IL-10, qui est une

interleukine dont I’action est principalement anti-inflammatoire.

1.1.2.1.2 Les chimiokines
Il s’agit d’une famille de petites cytokines aux propriétés chimioattractives. Elles sont libérées

par les cellules sentinelles activées. Elles vont guider la migration des leucocytes et ainsi
I'initiation de la réponse immunitaire innée. Différentes infections vont provoquer des profils
de chimiokines sécrétées différents, conduisant au recrutement de populations variables de
leucocytes. Ainsi, CXCL-8 qui est produite par des macrophages et des mastocytes, va stimuler

la dégranulation des neutrophiles ainsi que I'explosion respiratoire.
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1.1.2.1.3 Les molécules vaso-actives
Les molécules vaso-actives agissent au niveau des vaisseaux sanguins en provoquant leur

dilatation, avec pour conséquence une diminution du flux sanguin et I'extravasation, en
facilitant le ralentissement du flux cellulaire, I’adhésion des cellules inflammatoires a la paroi
de petits capillaires, puis la diapédese. Ceci provoque |'apparition des signes classiques de
I'inflammation tels que la rougeur et le gonflement. Des changements cellulaires a la surface
de I’endothélium ont lieu en parallele. En cas de rupture de ce dernier, I'agrégat plaguettaire
qui se forme libére également des molécules vaso-actives et pro-coagulantes. Les molécules
vaso-actives ont différentes origines, telles que les tissus |ésés, des précurseurs sanguins, des

molécules libérées par des cellules circulantes, ainsi que des neurotransmetteurs.

Parmi les amines vaso-actives, I’histamine, qui est libérée par les mastocytes, est I'une des
plus importantes. Elle est a l'origine de la libération de I'oxyde nitrique, un puissant
vasodilatateur agissant sur les cellules endothéliales. La transduction du signal passe par les
récepteurs H1. L’histamine provoque d’autre part une fuite de liquide a travers I'endothélium

qui se distend.

La protéolyse de précurseurs sanguins inactifs génére des peptides vaso-actifs. Des protéases
agissant sur les facteurs C3 et C5 du complément conduisent a I'apparition des facteurs C3a
et C3b. Ces molécules sont des anaphylatoxines, c’est-a-dire qu’elles sont capables d’agir sur
les mastocytes, pour provoquer la libération d’histamine et de C5a qui est un puissant
attractant des neutrophiles. On retrouve également les kinines, des molécules vaso-actives
responsables de la douleur, avec un réle semblable a celui de certains neurotransmetteurs
tels que la substance P.

Enfin les leucotriénes qui font partie des lipides vaso-actifs sont formés a partir d’acide
arachidonique libéré a partir de la membrane de diverses cellules dont les cellules sentinelles,
apres action de I'enzyme 15-lipoxygénase, tandis que la cyclooxygénase produit a partir de
cette méme molécule, des prostaglandines vaso-actives. Les leucotriénes agissent sur les
neutrophiles permettant leur recrutement ainsi que leur activation et leur survie. On retrouve
parmi les leucotrienes, le LTD4 dont la libération est stimulée par I'lL-13 tandis que la
production d’ll-13 est elle-méme stimulée par la présence de LTD4. Il s’agit donc d’'une boucle
d’amplification dont le role est central lors d’inflammation sévere.

Parmi le grand nombre de prostaglandines que toutes les cellules nucléées peuvent produire,

guatre groupes des prostaglandines pro-inflammatoires ont été décrits : les PGE2, PGF2, les
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thromboxanes et les prostacyclines. Leur effet au sein de différents sites inflammatoires est
complexe et variable. Cependant, au fur a mesure qgu’ils infiltrent les tissus infectés, les
neutrophiles produisent de la lipoxine. En retour, la lipoxine inhibe la migration des
neutrophiles. Il y a ainsi une augmentation progressive de la concentration de ces molécules

anti-inflammatoires, au dépend du LTB4 a I'action pro-inflammatoire.

On retrouve également un phospholipide nommé PAF (pour Plateled-activated Factor). Il est
produit par les neutrophiles et agit lui aussi sur I'endothélium, lequel devient plus épais et
favorise ainsi I'adhésion des neutrophiles, leur chimiotactisme, la dégranulation avec la
libération d’oxydants. Il permet également I'agrégation des plaquettes et la libération de

molécules vaso-actives, de méme que la synthése de thromboxane.

Les produits libérés par les cellules sentinelles activées vont donc augmenter la perméabilité
vasculaire et attirer les leucocytes, au premier lieu desquels, les neutrophiles. Ces derniers
vont donc jouer un réle essentiel dans la lutte contre les agents infectieux, afin de les éliminer
le plus rapidement et efficacement possible. Pour cela ils doivent parvenir a étre en contact

de ces microorganismes au site méme de l'infection.

1.1.2.2 Rolling et adhésion
Lorsque des protéines bactériennes tel que le lipopolysaccharide (LPS) ou bien des DAMPS

agissent sur les cellules endothéliales des capillaires, celles-ci surexpriment en quelques
minutes des glycoprotéines a leur membrane : la P-sélectine (exprimées également par les
plaquettes) et la E-sélectine®®. Ces protéines exposées a la surface cellulaire sont capables de
se lier a une L-sélectine exprimée a la surface des neutrophiles circulants. Cette liaison est
transitoire, mais permet progressivement de ralentir les neutrophiles jusqu’a les arréter
completement a la surface de I'endothélium des capillaires.

L'interaction avec I'endothélium va provoquer, via le PAF d’origine endothéliale et une
protéine G transmembranaire, I'expression de protéines d’adhésion telles que CD11a/CD18 a
leur membrane a partir de I'exocytose des vésicules sécrétoires. Ces protéines permettent
guant a elles de reconnaitre des intégrines ICAM-1 sur les cellules endothéliales et d’établir
une liaison forte entre les deux cellules, conduisant ainsi a un arrét complet des neutrophiles
collés a I'’endothélium en regard du tissu d’ol proviennent les premiers signaux. La sécrétion
d’élastase neutrophilique augmente encore la force d’adhésion.

Sous l'influence de cytokines telles que I'IL-1, IL-17 ou bien le TNF-q,, les cellules endothéliales
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vont exprimer des E-sélectines a fort pouvoir d’adhésion ; en outre, la sécrétion de CXCL-8 par
les neutrophiles recrutés provoque I'attraction de nouveaux neutrophiles, amplifiant ainsi le
phénoméne, et la libération d’IL-1 va intensifier le pouvoir d’adhésion ainsi que la
vasodilatation et I'attraction des cellules de 'immunité*.

Il semble cependant que d’autres mécanismes provoquent aussi I'adhésion des neutrophiles.
Dans les capillaires pulmonaires dont le diametre est inférieur a celui des neutrophiles, ceux-
ci sont capables de s’attacher et de s’infiltrer sans qu’il y ait expression des intégrines et des
sélectines, mais uniqguement par une action mécanique. Le contact avec |’endothélium

vasculaire va permettre I’activation des neutrophiles comme développé plus loin.

1.1.2.3 Diapédese
L'adhésion forte aux cellules endothéliales et I'influence des cytokines va permettre aux

neutrophiles de traverser la paroi vasculaire. Ce phénoméne nommé diapédeése (« saut a
travers » du grec ancien) est finement guidé par des agents chimiotactiques. Le cytosquelette
des neutrophiles permet une polarisation de la cellule, avec la formation d’un lamellipode
concentrant les récepteurs de chimiokines et inducteurs de phagocytose. Ceci est engendré
par des voies de transduction incluant des protéines G sensibles au phosphoinositol 3
Phosphate (PiP3) et a la RhoGTPase (Rac), qui provoquent une modification de I'actine-F
intracellulaire®®.

A la suite de ce signal, le neutrophile s'immisce entre deux cellules endothéliales a travers une
jonction serrée grace a une interaction entre les molécules de CD 31, exprimée d’une part sur
les cellules endothéliales, et d’autre part a la membrane des neutrophiles. Les filaments
d’actine et de myosine vont donc profiter de I'appui permis par ces liaisons fortes pour
propulser les neutrophiles dans le tissus infecté ou lésé. Sont également nécessaires des
intégrines et des protéines d’adhésion cellulaire (CAM), dont ICAM-1 et ICAM-2, ainsi que des
molécules d’adhésion jonctionnelles (JCAM) 2. Des études ont permis de montrer le role des
protéines de liaison entre deux cellules épithéliales. En effet, les VE-cadhérines membranaires
joueraient un vrai réle de controle du passage des neutrophiles, en se dissociant suite a leur
phosphorylation et en permettant le passage des neutrophiles en restaurant |'étanchéité
aprés leur passage®.

Le passage a travers la membrane basale est facilité par le déversement dans le milieu

extracellulaire de métalloprotéases collagéno-lytiques (collagénases, protéases...) contenues
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dans les granules a gélatinase. La majorité des neutrophiles va traverser I'endothélium de

N . .rs . . 12,1
cette maniére. Cependant, environ 20% utilisent la voie transcellulaire™®*3.

Les neutrophiles nouvellement arrivés au sein du tissu doivent suivre un gradient, avant
d’entrer en contact avec les micro-organismes, lequel doit dépasser le gradient précédent.
Ainsi, de nouvelles molécules d’attraction vont créer ce gradient aux alentours des tissus lésés.
Le peptide N-formyl-methionyl-leucyl-phénilalanine dérivé des bactéries et le C5a du
complément sont responsables du chimiotactisme au sein du tissu. Les neutrophiles vont alors

migrer vers les bactéries en projetant leurs lamellipodes®.

1.1.2.4 Production et libération de cytokines

Le passage a travers la matrice basale permet |'activation des neutrophiles avec un
changement du phénotype et de leur activité optimisée dans les tissus. Afin de promouvoir
I'attraction d’autres cellules inflammatoires, les neutrophiles sécrétent également des CC-
chimiokines, responsables du recrutement des monocytes capables d’éliminer les cellules
mortes ou apoptotiques dans le tissu aprés différenciation en macrophages. La production
d’IL-8 (CXCL-8), IFN-y et G-CSF va stimuler et orienter la réponse inflammatoire. La libération
d’IL-17 induit la libération de facteurs pro-inflammatoires par les cellules myéloides et
mésenchymateuses permettant le recrutement ainsi que [I'activation de nouveaux
neutrophiles. De plus, la production de Leucotriecne B4 (LTB4) attire de nouveaux
neutrophiles. Les chimiokines sont des molécules chargées positivement qui vont se lier a des
héparanes sulfates chargés négativement qui servent d’ancres et permettent la création d’un
gradient le long de I’endothélium *°.

Lorsqu’ils sont activés, les neutrophiles vont également libérer des cytokines (MIP-1a, MIP-
1P, INF-y) agissant sur le recrutement de macrophages. Réciproquement, les macrophages
activés vont agir sur les neutrophiles en sécrétant du TNF-o,, G-CSF et GM-CSF, produisant une
augmentation des synthéses, du recrutement neutrophilique, ainsi que l'inhibition de
I’apoptose, accroissant du méme coup la survie des cellules dans le site inflammatoire.
Cependant, il a été montré que les neutrophiles murins produisent préférentiellement une
cytokine anti-inflammatoire, L’IL-10 plutdt que des cytokines pro-inflammatoires */ lorsqu’ils

sont stimulés par la présence de bactéries, via la co-activation de TLR-2 et d’'un CLR/Syk. A
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I'inverse des monocytes, les neutrophiles ne sont pas sensibles a I'lL-10, ce qui en fait une
cellule régulatrice de I'inflammation apres le contact avec une bactérie.

Les neutrophiles ont été associés a I'induction de I'inflammation et sont capables d’influer
directement sur les cellules dendritiques. Cependant les neutrophiles activés suppriment les
fonctions des lymphocytes T, ainsi que la production de cytokines via la production de
péroxyde d’hydrogene 2. Zhang et al *” ont montré le rdle central des neutrophiles activés
dans la régulation de I'inflammation lors d’infection bactérienne, en contrebalancant la forte
activité pro-inflammatoire des autres cellules effectrices de I'immunité (monocytes,
macrophages et cellules dendritiques). Lors d’inflammation aigue, I'activité des neutrophiles
correspond a un équilibre entre I’élimination directe des bactéries et I'induction d’un profil

anti-inflammatoire, sans exercer d’influence majeure sur la croissance bactérienne.

1.2 Les neutrophiles comme effecteurs de I'immunité

1.2.1 Role dans 'immunité innée

L’activation des neutrophiles va permettre a I'organisme de combattre les micro-organismes
qui I'infecte. Cela a lieu a la suite du double signal produit par la liaison aux intégrines des
cellules endothéliales, et a la stimulation par les facteurs TNF-o,, CXCL-8 ou bien C5a. Les
vésicules sécrétoires sont les plus propices a la dégranulation, suivis des granules a gélatinase,
des granules spécifiques et enfin des granules azurophiles. Les voies de signalisation, menant
a la libération des granules et des vésicules, sont complexes et encore assez mal comprises.

Lorsqu’ils sont au contact de bactéries, les neutrophiles activent divers systémes anti-
microbiens (dépendant ou non de I'oxygene), en libérant le contenu des granules azurophiles
et des granules spécifiques dans le milieu extérieur ou dans les phagosomes. Les substances
contenues dans ces granules permettent une variété d’activités envers les bactéries. Elles
agissent surtout en déstabilisant la membrane bactérienne, d’autres telles que le NGAL, les
lactoferrines, et Nramp1 perturbent le métabolisme bactérien qui dépend du fer. Il produisent

également des radicaux oxygénés ou ROS grace au cytochrome bggg et a la MPO 19,
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1.2.1.1 Phagocytose et explosion respiratoire

1.2.1.1.1 Internalisation des agents pathogenes
L’activation des récepteurs TLR par la présence de bactéries déclenche différents signaux. Les

neutrophiles possedent I'intégralité des récepteurs TLR connus, ce qui permet d’affiner la
réponse selon qu’il s’agit d’'une bactérie a Gram positif ou bien a Gram négatif. Les
neutrophiles émettent des lamellipodes en direction des zones contenant une concentration
supérieure de chimio-attractants. Ce sont différentes molécules qui forment ce gradient a
I’endroit oU se trouvent des agents pathogénes, parmi lesquelles on retrouve le C5a, le
fibrinopeptide provenant du fibrinogéne, et du peroxyde d’hydrogéne, ainsi que des
chimiokines, des leucotrienes et d’autres molécules libérées par les bactéries.

Les neutrophiles vont de cette facon parvenir a proximité des bactéries. La phagocytose la
plus efficace a lieu lorsque les bactéries sont préalablement opsonisées par des anticorps
permettant ainsi la liaison a des récepteurs membranaires présents a la surface des
neutrophiles. D’autres récepteurs membranaires peuvent par ailleurs reconnaitre la fraction
C3b du complément, liée aux bactéries. Il peut aussi y avoir une reconnaissance directe grace

aux PRRs %°.

S’ensuit alors un recouvrement du corps étranger représenté par la bactérie par deux
pseudopodes composées d’actine et de myosine par stimulation de leur polymérisation. Il
s’agit de la phagocytose de type | lors de la liaison a des anticorps liés aux bactéries. Lors d’'une
interaction directe au travers d’un pu de plusieurs PRR, ou bien via le complément, la bactérie
aurait tendance a s’infiltrer progressivement au sein du neutrophile. Il s’agit alors de la
phagocytose de type Il. Enfin une troisieme sorte d’internalisation semble exister par émission
d’un unique pseudopode qui englobe I'agent pathogéne. Ceci est fonction des propriétés de
surface de la bactérie rencontrée. Dans tous les cas de figure, il y a formation d’un phagosome

a la suite du processus conduisant a I'internalisation.

1.2.1.1.2 L'environnement oxydatif des phagosomes
Un phagosome néoformé ne posséde pas un contenu propice a la destruction des micro-

organismes initialement. Il doit donc auparavant subir un processus appelé maturation
pendant lequel il y a fusion avec d’autres organites cellulaires. Ceci permet la concentration
d’'une machinerie enzymatique, au niveau de la membrane ainsi que de la lumiére du

phagosome, qui est propice a I'élimination de I’'agent pathogéne. Ce processus de maturation
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est moins bien connu pour les neutrophiles que pour les macrophages, car ces cellules sont
plus facilement manipulables au laboratoire et donc mieux étudiées. Il est cependant connu
gue la maturation du phagosome permet I'acquisition du complexe Nicotinamide adénine
dinucléopeptide phosphate hydrogene (NADPH) oxydase et d’ATPases. Le phagosome
acquiert notamment ses capacités bactéricides par fusion avec les différents granules
spécifiques des neutrophiles, qui contiennent différentes protéines et enzymes comme
détaillées plus haut. Cette fusion a lieu a la suite du signal déclenchant I'internalisation des
éléments extracellulaires. On retrouve alors une augmentation du calcium intracellulaire,
libéré par le réticulum endoplasmique ou provenant du milieu extérieur. L'augmentation du
calcium libre dans le cytosol permet une fusion vésiculaire séquentielle, étant donné que le
seuil varie pour chacun des quatre types de granules. Ainsi, les vésicules sécrétoires possédant
le seuil déclencheur le plus bas sont les premiers a étre libérés dans le phagosome, tandis que
selon le méme principe, les granules azurophiles sont les derniers. Il semblerait qu’un
isoforme de la synaptotagmine soit impliqué dans cette réponse différentielle selon les
vésicules **. Les variations de la concentration calcique dans le cytosol influent également sur
les trames d’actine. Les protéines kinases jouent vraisemblablement le role d’une ancre mal
connu dans la fusion des différentes vacuoles, en plus de probables autres mécanismes encore

inconnus.

Les granules secondaires sont considérés comme ceux amenant I'essentiel des complexes
NADPH-oxidase présents dans le phagosome suite a I'activation du neutrophile. Ce complexe
enzymatique est formé en partie par des structures initialement présentes sur la membrane
cellulaire et qui sont assimilés a des structures contenues dans des compartiments
intracellulaires. Ce complexe hétéromérique permet le transfert d’un électron provenant de
la NADPH vers une molécule d’O, donnant naissance a un anion superoxyde, qui est par la
suite utilisé dans la formation des différents radicaux libres oxygénés.

Lorsqu’ils sont stimulés, les neutrophiles sont donc capables de produire des ions superoxydes
(0y) par consommation d’oxygéne au sein des phagosomes. Il s’agit du processus appelé
explosion respiratoire ou « burst oxydatif », médié par le complexe NADPH-oxydase catalyseur
de la réaction : NADPH + 20, -> NADP* + 20, + H". Cette réaction joue un réle prépondérant
dans la réponse immunitaire assurée par les neutrophiles, comme le montre la sensibilité
accrue des individus atteints de la maladie granulomateuse chronique. Ces personnes sont

porteuses d’une mutation génétique a I'origine d’une inactivation de la NADPH oxydase®%.
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Il s’agit Ia du complexe enzymatique a I'origine de toutes les réactions d’oxydo-réduction qui
ont lieu a l'intérieur du phagosome. L'essentiel de la production d’ions superoxyde et H,O,
dans les neutrophiles a lieu a l'intérieur des phagosomes. La production a I'extérieur de ces
organites pourrait étre impliquée dans la transmission de messages cellulaires, comme ceux
qui sont observés dans d’autres cellules avec des molécules de la famille des NOX a laquelle
appartient aussi la NADPH oxydase *3. Celle-ci est polarisée dans la membrane du phagosome
et permet la libération de superoxyde a l'intérieur de I'organite, tandis que la consommation
de NADPH se fait dans le cytosol du neutrophile. La voie des hexoses monophosphates permet
de court-circuiter la voie glucidique et ainsi de former a nouveau du NADPH essentiel pour le

maintien de la production de superoxyde.

Resting After phagocytosis

Figure 5 : Activation et assemblage de la NADPHoxydase 4

Le différentiel de charges créé par la formation d’ions superoxyde est compensé par le
transport de protons a l'intérieur du phagosome via des canaux voltage-dépendants. Les
protons réagissent alors avec les ions superoxyde lors de la réaction de dismutation : 20, + 2
H*->0,+2H,0..

D’autres théories proposent une entrée de potassium dans le phagosome pour le maintien de

, iy . e . . . . 2
I’électroneutralité, ce qui faciliterait par ailleurs la solubilisation d’autres granules .

Dans les conditions a l'intérieur du phagosome, il est reconnu que les ions superoxyde
donnent naissance a du peroxyde d’hydrogene lequel donne essentiellement du HOCI et des

chloramines grace a I'activité de la MPO et malgré une grande variété de réactions chimiques

28



possibles en théorie. Alors que I'essentiel de I'activité est couramment associé aux ions
superoxyde, cela n’est pas réellement observé dans les conditions aqueuses de la cellule, dans
laguelle il n’est pas un fort oxydant ni un fort nucléophile. Ainsi son activité consiste-elle en
un réducteur faible, une base forte de Bronsted et un ligand pour les complexes métalliques.
C’est cela qui lui confére une réactivité élevée pour la MPO a l'origine de la dismutation du
superoxyde, libérant du péroxyde d’hydrogéne. La réaction de dismutation peut également
avoir lieu spontanément. H,O, est une molécule bactéricide efficace. Cependant, la
concentration dans le phagosome réduit cette activité, compte tenu d’'une énergie
d’activation élevée pour pouvoir oxyder d’autres molécules *°. Ainsi le peroxyde d’hydrogéne
élimine les bactéries surtout en agissant rapidement au niveau des déshydratases
bactériennes. Dans le phagosome H,0, réagi plus largement avec la MPO par affinité aux
protéines héminiques. Les caractéristiques et réactions catalysées par la MPO seront
développées dans une partie ultérieure, mais il semblerait que dans le phagosome, la MPO
réagit avec le peroxyde d’hydrogéne formant un cation radicalaire (appelé Composé |) capable
d’oxyder différents éléments a hauteur de 1 ou 2 électrons. Compte tenu des concentrations
des différents composés dans le phagosome pendant I’explosion respiratoire, les ions chlorure
semblent étre le principal substrat de la MPO avec H,0,. La forte concentration de MPO dans
le phagosome permet de réagir rapidement avec H,0,, ce qui évite sa concentration et sa
diffusion a I'extérieur du phagosome qui pourrait étre délétére pour le neutrophile.

L'influx de protons et d’ions chlorure permet donc la formation de HOCI. Celui-ci serait dirigé
vers I'agent pathogéne phagocyté afin de I'éliminer. Des études ont montré que les protéines
du phagosome seraient également oxydées (sur les résidus méthionine et cystéine).
Aujourd’hui, malgré la preuve que les phagosomes des neutrophiles produisent du HOCI, il
n‘est pas complétement déterminé si ces derniers sont entierement responsables de la
destruction des bactéries ou bien s’il y a formation de chloramines a partir des protéines du
phagosome, qui ont elles-mémes une activité bactéricide.

Il reste tout de méme établi que I'acide hypochloreux est produit au sein des phagosomes et
gu’il permet I'élimination des bactéries, de facon directe ou indirecte. L'examen des
personnes atteintes d’un déficit de NOX2 ou bien de la MPO montre que I'activité oxydasique
au sein des phagosomes représente une premiere défense rapide et importante, couplée a
d’autres mécanismes agissant a plus longs termes. En effet, alors que les sujets souffrant d’un

défaut de la MPO semblent plus résistants que ceux soufrant de CGD, les premiers restent
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tout de méme largement sensibles a de fortes expositions a des bactéries pathogenes,
. s . . . 7 2 o ey 7 . .

notamment lorsque plusieurs bactéries sont impliquées®’. L’activité oxydasique durerait en

moyenne plusieurs minutes apres la formation du phagosome, tandis que le mécanisme a

.. . . .2
I'origine de son interruption reste encore mal compris 2.

1.2.1.2 La bactéricidie non oxydative : le role des granules spécialisés
Comme décrit précédemment, les neutrophiles se caractérisent notamment par un éventail

de granules dont le contenu est riche en molécules propices a I'élimination des agents
pathogenes. Il est soutenu que les neutrophiles expulsent rarement leur contenu
intracytoplasmique, et que I'équipement enzymatique est plutét déversé au sein du
phagosome. Dans les différentes vésicules, on retrouve des cathepsines, des défensines, de la
lactoferrine et du lysozyme parmi d’autres molécules a pouvoir antimicrobien®®. Ceci vient
compléter la production de radicaux oxydatifs présentée dans le paragraphe précédent. Ceci
explique que des individus ayant de déficiences des enzymes oxydatives ne sont pas
entierement immunodéprimés par la présence de ces molécules également bactéricides. lls

restent cependant plus aux agents infectieux.

1.2.1.3 Nétose
Au-dela de leur capacité a éliminer les agents pathogenes en les phagocytant ou bien en

libérant le contenu enzymatique de certaines vésicules dans le milieu extérieur a leur contact,
les neutrophiles possédent également une autre propriété pour I’élimination extracellulaire
des agents pathogenes : la nétose, la bactéricidie extracellulaire doit étre contrdlée afin de
minimiser au maximum |'atteinte des tissus environnants. Suite a I'activation des neutrophiles
par la présence de bactéries ou de chimiokines, il est possible d’observer I'’émission d’un
réseau de fibres capables de lier des bactéries quel que soit leur type. Il s’agit d’un processus
rapide qui apparait en une dizaine de minutes. Ce réseau est composé d’ADN, d’histones ainsi
gue d’enzymes contenues dans certaines vacuoles des neutrophiles parmi lesquelles des
enzymes contenues dans les granules primaires (élastases, cathepsines G et MPQ) ainsi que
des protéines des granules secondaires et tertiaires (lactoferrine et gélatinase) 2. Suite a
I'inefficacité des NET en présence d’ADNase, il a été déduit qu’il s’agit d’'une structure faite
principalement de chromatine et d’histones. Sa sécrétion par les neutrophiles activés reste

encore incomprise. En effet il s’agit d’un processus plus rapide que |'apparition de I'apoptose
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suite a I'’émission de signaux adaptés. Il se pourrait cependant que cela soit un événement
précoce dans I’évolution apoptique de la cellule. Il semblerait que des neutrophiles ayant émis
des NETs puissent continuer a migrer en réponse a un gradient chimiotactique. Il est tout de
méme admis que ces structures extracellullaires permettent une concentration des agents
pathogenes et leur destruction, ainsi que I'inactivation de leurs facteurs de virulence grace
notamment a I'élastase et aux histones. Des études ont pu mettre en évidence avec clarté les
propriétés antimicrobiennes des histones méme a des concentrations faibles?. Ceci est
efficace face a une grande variété de pathogénes. En effet le maillage dense de chromatine
permet la concentration des agents pathogénes au contact des molécules de défense et des
agents chimiotactiques. Cela permet non seulement une réelle efficacité de la lutte

antimicrobienne mais aussi un moindre effet sur les tissus situés autour.

Malgré la capacité de protection vis-a-vis des pathogénes conférée par la formation des NETSs,
il reste cependant plusieurs questions concernant leur mise en place. Il est difficile de concilier
la migration des neutrophiles activés avec la formation d’un réseau de capture des bactéries,
ainsi que le relais amplificateur pour I'attraction d’autres cellules effectrices de I'immunité. Il
reste aussi a comprendre comment ce réseau dense de chromatine est défait une fois que

I'infection est contrdlée® .

1.2.1.4 Recrutement cellulaire
Les neutrophiles jouent un role important au sein du site inflammatoire pour le recrutement

et I'activation d’autres cellules comme les macrophages. Les neutrophiles activés sont
capables de libérer une grande quantité de chimiokines, qui sont elles-mémes capables
d’attires des macrophages, aussi bien que des monocytes et des cellules dendritiques. En
effet des neutrophiles activés vont libérer dans le milieu extracellulaire MIP-13 (Macrophage
Inflammatory Protein) et MIP-1o.. Ces molécules pluripotentes sont capables d’activer des
macrophages et des monocytes, aussi bien que des cellules dendritiques immatures et des
cellules NK (Natural Killer). TNF-a,, IL-8 et IL-17 seraient aussi libérés par les neutrophiles et
influeraient sur 'activation des macrophages et des cellules dendritiques, aussi bien que sur
la maturation des macrophages vers un profil anti ou pro-inflammatoire. Enfin les
macrophages liberent des MMRs (Macrophage Mannose Receptors) capables d’interagir
avec la MPO produite par les neutrophiles, ce qui stimule également la libération de

. . . 1
cytokines pro-inflammatoires .
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Par ailleurs, les neutrophiles vont libérer des molécules qui vont promouvoir leur propre
recrutement dans le site inflammatoire. Ceci est permis par la libération d’IL-17 déja citée
précédemment qui agit indirectement en stimulant la production du G-CSF qui stimule la
production de neutrophiles. D’autre part, la libération d’IL-8 et de GROa (Growth-related
gene product-a) crée un gradient chimioattractant pour d’autres neutrophiles®. Il convient
enfin de rappeler qu’en agissant sur les macrophages, il y a libération par ces derniers de
molécules qui vont également stimuler la migration des neutrophiles vers le site

. . . . . . , 1
inflammatoire ainsi que prolonger la survie des neutrophiles présents®'.

Le lien entre cellules dendritiques et neutrophiles a déja été largement étudié afin de montrer
qgue la réponse immunitaire Thl est dépendante de I'activation des neutrophiles au site
inflammatoire 3. En effet lors d’activation des neutrophiles, plusieurs molécules sécrétées
dans le milieu ont le pouvoir de déclencher la maturation des cellules dendritiques immatures

. . . \ oy L . , . , 1
et ainsi conduire a I'apparition des versants aussi bien inné qu’adaptatif de la réponse®'.
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Figure 6 : interaction des neutrophiles avec les macrophages (d’apres Kumar 31)
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1.2.2 Immunité adaptative : présentation d’antigénes par les PNN

Les neutrophiles joueraient également un role direct dans la réponse immunitaire adaptative
par la libération directe de molécules agissant sur la population de lymphocytes ainsi que par
un réle de cellule présentatrice d’antigénes au sein de la moelle osseuse. En effet, aprés
injection de virus modifié Ankara, il a été montré que des neutrophiles ont la capacité de
migrer a partir du site cutané d’injection vers la moelle osseuse ou ils interagissent avec des
cellules myéloides résidentes. Ce réle est de plus renforcée par la localisation de neutrophiles

au sein des nceuds lymphatiques .

1.2.3 Apoptose et survie des PNN lors d’infection

Dans des conditions normales, la durée de vie des granulocytes circulant est courte, entre 24
et 48 heures, ce qui fait que le pool sanguin est renouvelé entierement en moyenne 2 fois par
jour chez 'lhomme. L'apoptose des neutrophiles les rend insensibles aux stimuli extérieurs,
avec pour conséquence, I'expression de signaux « eat-me » a |'origine de la reconnaissance
de ces cellules par les macrophages circulants et leur élimination dans la rate, la moelle, ainsi
gue par les cellules de Kiippfer dans le foie. Cependant lors d’inflammation et de migration
transendothéliale des neutrophiles au sein des tissus, il est essentiel que ceux-ci restent actifs
jusqu’a I’élimination des agents pathogénes. Ce n’est qu’aprés cette étape que les cellules
immunitaires peuvent subir I'apoptose, la nécrose ou bien la NETose (libération des NETSs).
L'apoptose neutrophilique joue un réle majeur dans le processus de régulation et de fin de
I'inflammation grace a la capacité de ces cellules de séquestrer des cytokines inflammatoires
en plus de devenir progressivement insensibles aux stimuli avec arrét de la production et de
la libération de molécules pro-inflammatoires. L'activité des macrophages phagocytaires est
également influencée avec une polarisation vers le phénotype M2 dont la principale
caractéristique est de promouvoir la résolution des processus inflammatoires. Ces derniers
libérent des cytokines telles que I'lL-10 et le TGF-B, qui interviennent également dans le

processus de réparation des tissus lésés.

Lors d’un retard dans le déclenchement de d’apoptose des cellules inflammatoires, ou d’un

défaut de phagocytose des macrophages, les neutrophiles peuvent persister au sein du milieu
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inflammatoire et étre a 'origine d’'une réponse exacerbée avec production prolongée de

cytokines pro-inflammatoires et a terme une atteinte des tissus de |I’hote.

La lutte efficace contre les agents pathogenes résulte donc d’un équilibre entre une apoptose
trop précoce pouvant conduire a un défaut d'immunité de I’hote a I'origine d’une infection
chronique et sévére pour 'organisme, ou a l'inverse, d’'une apoptose trop tardive qui peut
étre directement nuisible pour I'organisme. C’est le cas dans des maladies humaines telles
que le syndrome de détresse respiratoire aiglie, I'arthrite rhumatoide, le sepsis parmi

d’autres.

On retrouve cette méme analogie de I'équilibre au niveau cellulaire. Il existe un équilibre
constant entre les signaux apoptiques et les signaux de survie des neutrophiles. Lors de
I’absence de signaux extérieurs, les neutrophiles subissent une apoptose dite constitutive, par
défaut. Cependant, dans la majorité des cas, ces cellules recoivent un ensemble de signaux
antagonistes qui les maintient vivants et actifs.

On retrouve parmi les signaux de survie le GM-CSF, le leucotriene B4, le C5a, la protéine C-
Réactive de la phase aigiie, le LPS bactérien ainsi que I’ADN bactérien. Ce sont des signaux

agissant sur différentes cascades de phosphorylation a I'origine de la survie des PNN.

On retrouve également les (2 intégrines dans la régulation du temps de survie des
neutrophiles en plus du réle fondamental d’adhésion et de migration bien établi, qui sont
essentiels pour I'immunité de I’h6te. On retrouve la molécule Mac-1 appartenant a la famille
des B2-intégrines avec un role dans la liaison au fibrinogene, les complexes immuns, et les
plaquettes. Il s’agit, au méme titre que CD11c/CD18, de récepteurs spécifiques au parties C3ib
du complément capables de réguler la phagocytose des bactéries opsonisées tout en étant
capables de reconnaitre directement des fragments de ces agents pathogénes. Différents

ligands du récepteur Mac-1 auront des effets sur la survie des neutrophiles.
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Tableau 2 : Ligands de Mac-1 et leurs effets sur I'apoptose des neutrophiles (d'apres Kebir et Filep ),

Ligand Action Réle sur I'apoptose

ICAM-1 Adhésion et migration PNN Supprime apoptose

Fibrinogéne Précurseur de fibrine, initie Supprime apoptose
coagulation

Plasminogéne Précurseur de plasmine, Supprime apoptose

initie fibrinolyse

Angiostatine Inhibe angiogenese Pas d’effet
MPO Lyse bactérienne, stimule
expression Mac-1 et Supprime apoptose

libération MPO

Héparine Anticoagulant
Immobile Int. adhésion des leucocytes Provoque apoptose
Soluble Inhibe liaison fibrinogéne Inconnu
Soluble, BPM Pas d’effet
Bactérie opsonisée Phagocytose des bactéries Provoque apoptose

1.2.4  Propriétés anti-tumorales

Des expériences chez I'animal ont permis d’étudier le profil de neutrophiles et leur influence
sur le milieu favorisant d’apparition d’'une tumeur. En effet, des études indiquent que la
présence de neutrophiles en grande quantité signerait un moins bon pronostic avec un profil
pro-tumorigéne. Il est également admis I'existence de neutrophiles dont le profil est anti-
tumorigene.

En effet, de nombreuses tumeurs liberent des molécules qui vont attirer les neutrophiles dans

le milieu tumoral, telles que CXCL6, CXCL8 et CCL3. Une fois sur place, ces neutrophiles dit
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associés aux tumeurs (TAN, Tumor Associated Neutrophils) seront activés a leur contact,
augmentant ainsi le signal de recrutement. Les neutrophiles activés produisent alors des
molécules qui vont faciliter le développement tumoral dont les metalloprotéases MMPS8 et
MMP9, ainsi que des molécules stimulant I'angiogenese telles que VEGF. De plus, en
désorganisant la lame basale de la matrice extracellulaire, les neutrophiles favorisent le
passage des cellules tumorales dans la circulation sanguine et ainsi I'apparition de métastases.
Les TAN vont également avoir un effet immunosuppresseur sur les cellules T CD8+ qui

possedent une action cytolytique sur les cellules tumorales.

Par ailleurs, les TAN peuvent également exercer une action anti-tumorale localement dans
certains cancers. En effet la production locale de ROS permet une action lytique directe sur
les cellules tumorales, tandis que la libération d’un ligand FAS induirait I'apoptose de cellules
tumorales. De plus, la libération de cytokines pro-inflammatoires engendre une stimulation
de cellules T CD8+ anti-tumorales. Enfin, plusieurs techniques thérapeutiques se basent sur la
production d’anticorps reconnaissant les cellules tumorales, afin de stimuler |'activité
phagocytaire des neutrophiles pour les cellules tumorales.

Ainsi, par rapprochement avec ce qui a déja été décrit pour les macrophages, certains auteurs
tendent a différencier ces deux profils de TANs en N1 pour les cellules a profil anti-tumoral et

N2 pour celles favorisant le développement tumoral’.

1.3 Spécificités relatives a I'espece bovine

La production des neutrophiles dans I'espéce bovine est semblable a celle décrite auparavant
pour 'homme, avec une durée moyenne de 6 jours. Cependant, dans cette espéce, ils sont
retenus un jour supplémentaire dans la moelle avant de rejoindre la circulation sanguine. Ceci
est valable méme lors d’inflammation aiglie et comparativement, la réserve de neutrophiles
dans la moelle osseuse est inférieure a celles des autres espéces. Cela explique en partie la
raison pour laquelle une neutropénie est souvent observée lors des phases précoces de
I'inflammation a réponse granulopoiétique®”. Ceci est par la suite compensé par la stimulation
de la granulopoiese et le décalage a gauche de la courbe d’Arneth, qui traduit la production

de jeunes neutrophiles. D’autre part les bovins possedent un troisieme type de granules
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neutrophiliques, plus amples que les granules primaires et secondaires. Ce type occupe la
moitié du cytoplasme des neutrophiles de cette espéce. Des études cytochimiques et
immunocytochimiques ont permis de montrer I'absence de lysozyme a l'intérieur des

neutrophiles bovins alors qu’il s’agit d’'une molécule trés présente dans d’autres espéces *.

L'absence de neutrophilie au cours des 3 a 5 premiers jours d’une inflammation rend la
distinction entre une inflammation chronique et une réponse récente, difficile en se basant
sur le seul leucogramme. Ainsi, est-il plus aisé de rechercher une production en exces d’une
protéine de phase aigué comme le fibrinogéne ou I’haptoglobine, afin de distinguer les deux
situations. Lors d’inflammation aiglie marquée, on observe une neutrophilie modérée suite a
la stimulation de la granulopoiése. Cependant, lors d’inflammation chronique, on observe une
concentration normale ou bien une légére neutropénie lorsqu’il y a une forte mobilisation de

neutrophiles.

Plusieurs causes peuvent étre a I'origine d’une neutrophilie avec en premier lieu les infections
d’origines bactériennes, virales et fongiques. Cette augmentation est également observée lors
d’affections digestives comme un déplacement de la caillette, un processus néoplasique, une
anémie immuno-médiée, une toxicose, un syndrome de détresse respiratoire aiglie due a une

hypersensibilité ainsi que suite a I'administration de somatotropine.

1.3.1 Les médiateurs de I'inflammation chez I'espece bovine

Ainsi que dans d’autres espéces, les neutrophiles sont attirés par des chimioattractants libérés
lors d’une infection, parmi lesquels on retrouve essentiellement des chimiokines comme
CXCLS, les leucotrienes LTB4et les PAFs. CXCL 8 et LTB4 sont non seulement responsables de
I'attraction des neutrophiles, mais aussi de I'amplification de la réponse inflammatoire vu que
ces derniers sont eux-mémes capables d’en synthétiser apres activation. CXCL 8 a notamment
été étudié avec précision, ce qui a permis de déterminer qu’il s’agit d’'une molécule largement
exprimée par les neutrophiles ainsi que par des macrophages dans les tissus enflammés. In
vitro les neutrophiles activés vont libérer cette molécule aprés avoir subi la diapédése et le
chimiotactisme. CXCL 8 est donc libérée par des neutrophiles permettant une amplification
de la réponse inflammatoire et également l|'activation de la réponse oxydative des

neutrophiles ***’.

Les PAF sont des molécules dérivées de phospholipides produites par différents types
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cellulaires. Elles sont capables d’attirer les polynucléaires neutrophiles et de les activer,
provoquant la libération de ROS ainsi que la dégranulation. Ce sont également des molécules
capables d’agir sur les neutrophiles qui peuvent eux méme en libérer dans les tissus,

provoquant ainsi une amplification de la réponse initiale *%°°.

C5a est un des fragments du complément rapidement libéré lors d’'inflammation. Il agit
également sur les neutrophiles bovins via un récepteur membranaire (C5R) a I'origine d’un
influx de calcium stimulant le chimiotactisme de ces cellules ainsi que leur activité
phagocytaire et les défenses oxydatives, en plus de retarder I'apoptose. A terme, cette voie
de signalisation permet en plus la synthese et la libération de CXCL8 par les neutrophiles. C5a
provoque également I'apparition de CD14 a la membrane des neutrophiles. Il s’agit d’un des
corécepteur de TLR4, qui est stocké dans des vésicules intracellulaires*®. Des études ont
également montré que la cytokine TNF-a posséde une action similaire avec la capacité

. . . . . . 1
d’activer les neutrophiles et promouvoir la phagocytose et I'explosion respiratoire®.

Comme pour d’autres especes, les neutrophiles bovins peuvent également détecter
directement les agents pathogénes en reconnaissant des fractions tres conservées sur leurs
membranes. Lors d’exposition a un agent pathogeéne, les neutrophiles expriment des
cytokines pro-inflammatoires telles IL-1, TNF-a, et CXCL8, parmi d’autres. La reconnaissance
des MAMPS par les PRR est moins bien connue chez I'espéce bovine que chez I’'homme ou la
souris comme nous I’avons décrit auparavant. Ainsi Conejeros et al** ont pu démontrer que 4
PAMPs étudiés ont produit un changement de la taille et de la forme des neutrophiles en plus
de stimuler les propriétés de phagocytose. Malgré une réponse différentielle selon les LPS
rencontrés, |'expression en surface de TLR2 et de TLR4 a été démontrée par cytométrie de
flux ainsi que I'augmentation de I'expression de TLR4 membranaire aprés cette exposition, qui
provoque la libération de CXCL8 dans le milieu **. Il existe également des PRR cytoplasmiques
NOD 1 et NOD 2 (Nucleotide binding Oligomerizing Domain) capables de reconnaitre des
composés bactériens et d’activer la transcription du facteur NF-kB (chez I’homme seul NOD 2
est présent). Il s’agit d’'une voie importante chez les bovins, conduisant a la migration et
probablement au role protecteur des neutrophiles. Cependant il ne s’agit pas de I'unique voie

d’activation de NF-xB ***,

De la méme fagon que celle décrite auparavant, le role des molécules d’adhésion lors de la

réponse inflammatoire est reconnue, avec notamment une expression augmentée des [32-
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intégrines sur les endothelia **. Le syndrome de déficience d’adhésion leucocytaire a par
ailleurs été largement étudié dans cette espéce ol a une mutation sur le gene codant pour CD
18 a été identifiée. Elle causait un défaut d’extravasation des neutrophiles dans les tissus
infectés. Les animaux atteints étaient sujets a des neutropénies persistantes et des infections
récurrentes qui entrainaient généralement la mort précoce (avant I’dge de six mois) des sujets

atteints*®.

1.3.2 Les mécanismes de défense permis par les neutrophiles chez les bovins

On retrouve chez les bovins trois types de granules contenant des molécules impliquées dans
les défenses anti-bactériennes. Les granules tertiaires sont les plus tardifs dans leur apparition
et sont les plus nombreux dans cette espéce *. On retrouve également des vésicules
contenant des protéines membranaires ainsi que la phosphatase alcaline. La répartition dans
différents organites permet également la séparation de composés capables de s’activer
réciproguement et permettant une réponse contrélée fidele aux signaux recus. Ainsi les
protéases sont généralement les derniers composés libérés lors de |'activation des
neutrophiles, laissant supposer qu’il s’agit d’'une réponse de derniére ligne, étant donné son
potentiel nocif envers les tissus de I’'h6te. En comparaison avec les neutrophiles humains, on
trouve chez les bovins une activité antimicrobienne accrue avec des quantités plus marquées
de lactoferrine, de protéine B12, de phosphatases alcalines et acides, ainsi que de glutathion
peroxydase et oxydase. En contrepartie, les neutrophiles possédent moins de lysozyme, de

MPO, de catalase de B-gluconidase et de B-galactosidase *®.

Parmi les peptides antimicrobiens étudiés chez les bovins, il faut noter la présence de
cathélicidines de plusieurs formes (différemment de ce qui est vu chez I’'homme) dont la
production peut étre largement amplifiée lors d’inflammation. Ce sont des molécules stockées
sous forme de pro-enzymes dans les granules larges et activées par |'élastase contenue dans
les granules azurophiles. On retrouve également la présence d’une unique défensine 3 et
I'absence de défensine a. Ces molécules possédent un spectre antibactérien ainsi
qu’antifongiques*®*°.

En plus il existe des PGRPs (Peptidoglycan Recognition Proteins) qui sont également présentes

chez les bovins et qui sont capables de reconnaitre des séquences conservées chez différentes

bactéries, en exercant une activité antibactérienne et antifongique >'.
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De fagon analogue a ce qui a été décrit chez I’'homme et la souris, la présence de NETs a suscité
de nombreuses études dans les derniers quinze ans, et dans I'espece bovine, le méme

, . s s 44252
mecanisme a ete decr|t5 '53.

De maniére semblable a ce qui est connu chez ’lhomme, les neutrophiles bovins exercent
également une activité de controle de la réponse inflammatoire, en plus de leur réle central
dans [l"élimination des agents pathogénes. Ces capacités aussi bien pro- qu’anti-
inflammatoires ne sont pas trés bien élucidées chez les bovins. Les neutrophiles sont capables
d’attirer d’autres cellules inflammatoires en libérant des PAF et du LTB4. La libération de
glycoprotéine acide a1 en diminuant la production de ROS et en stimulant la production de

CXCL 8, est également modulateur de la réponse neutrophilique®*>.

Les neutrophiles
exercent de plus une activité sur les autres cellules immunitaires dont les macrophages et les
monocytes. Ces derniers sont stimulés lors de la dégranulation des neutrophiles bovins avec
la production de CD31 et CD11a par les monocytes. De plus, des expériences in vitro ont
montré que les monocytes deviennent des macrophages avec un profil M2 et une libération
accrue d’'IL-10 et d’IL-12, et une plus grande capacité de phagocytose et de production de ROS
au bout de 4 jours d’incubation en présence des produits de dégranulation des neutrophiles’®.
Par ailleurs, il semblerait que les neutrophiles sont capables d’intégrer des protéines
membranaires de cellules mortes, qui conservent leurs propriétés fonctionnelles. Ceci aurait
une influence directe sur 'immunité adaptative car les neutrophiles joueraient un réle de
cellules présentatrices d’antigénes””’.

Comme dans I'espéce humaine, les neutrophiles constituent un pool de cellules hautement
différenciées dont le temps de survie est court. Cependant il s’avere que lors d’inflammation,
ces cellules sont capables de survivre plus longtemps dans les tissus enflammés. Ceci permet
une augmentation de leur potentiel antibactérien mais produit également des altérations des
tissus de I’"h6te. On observe chez les bovins un retard de 'apoptose des neutrophiles, ainsi

gu’un délai de la phagocytose par les macrophages ; ceci peut avoir des conséquences

importantes qui seront détaillées plus loin.
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1.4 Les marqueurs de I'inflammation chez les bovins

Parmi les différents parametres hématologiques, le leucogramme est le moyen le plus
approprié pour évaluer une inflammation compte tenu de I'influence de la lignée blanche lors
d’inflammation. Il permet d’obtenir le nombre de leucocytes totaux, de neutrophiles
segmentés et non segmentés, des éosinophiles, des basophiles (qui sont trés peu nombreux
dans I'espéce bovine), des monocytes, et des lymphocytes.

La teneur en d'hémoglobine est variablement affectée lors d'inflammation. Lors d'affection
chronique, une anémie hypochrome macrocytaire peut étre observée. Cependant, en raison
de sa faible sensibilité et de sa faible spécificité, ce parameétre n'est pas utilisé comme
marqueur de l'inflammation chez les bovins. Il est aujourd‘hui difficile d’établir des sensibilités
et des spécificités pour la détection d’un processus inflammatoire pour un parametre donné.
Les études permettent cependant de tracer des grandes lignes avec des valeurs seuils chez un

animal sain.
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1.4.1 Leucogramme

1.4.1.1 Valeurs usuelles

On peut retrouver les valeurs usuelles de la formule sanguine des bovins dans le tableau.

Tableau 3 : Numération et formule sanguine chez le bovin adulte 8

Numeération formule sanguine
Formule érythrocytaire

Parametres Valeurs Moyenne
normales
Numeratlﬁgee/r%t:]gc))cytawe (x 5-10 7
Taux d hemorgll?blne (g /100 8-15 11
Hématocrite (%) 24 - 46 35
VGM (um?®) 40 - 60 52
TGMH (pg) 11-17 14
CCMH (%) 30 - 36 32,7
Numération réticulocytaire 0 0
Diamétre érythrocytaire (um) 4-8 5,8
Formule leucocytaire
. Pourcentage de la
Paramétres normaux Ecarts normaux Movenne ooulation Pourcentage
(nombre/mm3) Y | popu/al o moyen
eucocytaire (%)
Numération leucocytaire 4000 - 12000 8000
Neutrophiles non segmentés 0-120 20 0-2 0,5
Neutrophiles segmentés 600 - 4000 2000 15 -45 28
Eosinophiles 0-2400 700 0-20 9
Basophiles 0-200 50 0-2 0,5
Monocytes 25 - 840 400 2-7 4
Lymphocytes 2500 - 7500 4500 45-75 58
Autres
A . 100000 -
Numeération Thrombocytaire 800000 500000

1.4.1.2 Variations physiologiques

Il est important de noter que ces valeurs sont valables chez I’adulte, alors que chez le nouveau-
né et le jeune, on observe une variation au cours des premieres semaines de vie. A la

naissance, le rapport Neutrophiles : Lymphocytes (N:L) est supérieur a 2:1 voire 3:1 ; il
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s'inverse progressivement durant les premiéres semaines de vie, en raison de la diminution

des neutrophiles circulants et de I'augmentation simultanée du nombre de lymphocytes.

Une autre variation couramment rencontrée est celle d’'un leucogramme dit de stress, comme
conséquence de I'augmentation de la concentration de cortisol et d’adrénaline. On observe
une augmentation du nombre de neutrophiles et de lymphocytes, qui en général ne dépasse
pas le double des valeurs usuelles sous |'action de I’adrénaline. Dans le cas d’une
hypercortisolémie, les variations sont plus marquées. Cependant la neutrophilie observée, qui
peut durer jusqu’a 72 heures, n’est pas accompagnée d’une déviation a gauche de la courbe
d’Arneth, compte tenu de I'absence de libération de cellules immatures depuis la moelle. A
cause de la séquestration concomitante des lymphocytes dans les tissus lymphoides, on
observe également une augmentation du rapport N:L. Ceci est observé notamment lors de
situations de stress, d’excitation ou aprés |'exercice physique. Fréquemment noté au moment
du vélage, la neutrophilie est suivie d’'une diminution rapide du nombre de neutrophiles dans
les 48h, avant de revenir aux valeurs de base au bout de 4 a 6 jours. On 'observe également
dans le cas d’atteintes avec des réactions inflammatoires légéres (déplacement de la caillette,
hypocalcémie puerpérale, dystocie simple...) >,

On retrouve bien entendu des variations semblables lors de mises bas sans complications ou

bien lors d’injection de corticostéroides.

1.4.1.3 Variations lors d’états inflammatoires
Comme décrit auparavant, compte tenu de la particularité de la faible réserve de neutrophiles,

on observe chez les bovins une neutropénie accompagnée d’une lymphopénie lors des
premieres heures de la réaction inflammatoire. La séquestration des neutrophiles au sein du
site inflammatoire génere cependant des messagers hormonaux a I'origine d’abord d’une
libération du pool de réserve sous I'action de NRF (Neutrophil Releasing Factor), puis d’une
néo-granulopoiese libérant des neutrophiles immatures sous I'action de G-CSF. Ainsi un
décalage a gauche de la courbe d’Arneth est généralement observé 24 a 48 heures apres la

neutropénie primaire.
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STOCK DE NEUTROPHILES IMMATURES ET
ADULTES DE LA MOELLE OSSEUSE

(envoie dans le sang un nombre limité de
cellules apres un délai de quelques heures)

LEUCOCYTES CIRCULANTS

Valeurs moyennes normales

8.000 mm3
— - - 5 24 h 3a4j

Diapédése massive au sein L Neutrophiles 2.200 6a24h adlours
du foyer inflammatoire -

y > Eosinophiles 700 Leucopénie leucopénie leucocytose

P N _> _’ avec —> avec

Desmtlegratlon danls la Lymphocytes 4.600 +2.000 glissement neutrophilie

circulation générale — - 3 gauche
(20 3 50%) Autres 500 9

. . , . . . . . 35,60
Figure 7 Dynamique de la réponse leucocytaire aux infections bactériennes chez les bovins

Les variations de proportions entre les différents types cellulaires permettent d’orienter le
diagnostic en fonction de la répartition observée. Si on s’intéresse plus particulierement aux
neutrophiles, la diminution du nombre d ces—derniers est présente dans les premiéres heures
de l'inflammation mais également lors de septicémie et d’endotoxémie d’origine gastro-
intestinale. Lors des certaines infections virales et de cancer affectant la moelle productrice
(possiblement accompagnés d’une anémie aplasique), une diminution du nombre de

neutrophiles circulants est également possible.

A l'inverse, la neutrophilie est présente lors d’inflammation suppurée et elle est en général
plutot de bon pronostic indiquant I'activation de la réponse immunitaire. Il convient de noter
au méme moment la présence de monocytes circulants, normalement en tres faible quantité
(entre 25 et 840/mm?3), dont le nombre peut étre augmenté lors d’une infection chronique,
ou bien diminués de facon transitoire en réponse a un stress corticoide.

La présence de neutrophiles non-segmentés circulants donc immatures en paralléle d’'une
neutropénie, est le signe d’'une inflammation sévere le plus souvent d’origine bactérienne. La

régénération du pool de neutrophiles circulants par la moelle est insuffisante et permet de
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répondre aux besoins de la réponse immunitaire.

1.4.2 Les protéines de la phase aigle

La définition donnée par la Société Francaise de Biologie Clinique pour les protéines de la
phase aiglie (PPA) est la suivante : ce sont des protéines plasmatiques dont le taux de
production hépatique est supérieur au taux du catabolisme, au cours de la réaction
inflammatoire, quelle que soit la cause de cette derniere ». En fonction de 'augmentation ou
de la diminution de leur production pendant cette réaction, on parle respectivement de
protéines positives ou négatives. Différentes études ont permis d’isoler chez les bovins des
glycoprotéines hydrosolubles répondant a ces critéres : I’'haptoglobine, la SAA et I'alphal-AGP

. . . . , 1
plasmatiques. Des valeurs seuils ont été établies dont celles proposées par Eckersall et al ®* :

- Haptoglobine (HP) : 50 mg/L

- Sérum Amyloide A (SAA) : 9,6 mg/L

- ol-glycoprotéine (AGP) : 0,5 mg/L
On peut donc affirmer que lors de différentes affections a l'origine d’un processus
inflammatoire, une augmentation de ces parametres au-dessus du seuil établi est observée.
Cependant pour chaque parametre, spécificité et sensibilité varient ce qui peut en partie €tre
expliqué par leur nature, leurs fonctions et leur métabolisme. La Protéine C-Réactive n’est pas

considérée comme une protéine de 1’inflammation aigiie chez les ruminants.

1.42.1 L’Haptoglobine (Hp)
L’haptoglobine est une molécule composée de deux chaines polypeptidiques reliées par un

pont disulfure. L’haptoglobine a la capacité de fixer I'hémoglobine libre ainsi que ses dérivés
provenant de la lyse des globules rouges par apoptose ou lors d’hémolyse. Le complexe formé
(Hb-Hp) est par la suite métabolisé par les macrophages ou dans le foie. Cette molécule
possede également des propriétés anti-oxydantes indirectes par inhibition de la production
de radicaux libres pouvant endommager les tissus endogenes. Elle participerait également a
I'angiogenése, jouant ainsi un roOle direct dans la cicatrisation. Chez les bovins, sa
concentration augmente d’un facteur x100 lors de processus inflammatoire, ce qui en fait une
des protéines majeures de l'inflammation dans cette espéce. Chez des animaux sains, les

concentrations en haptoglobine sont trés basses voire nulles (<0,2 mg/mL) alors que dans des
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conditions morbides, notamment lors d’infections bactériennes avec un processus
inflammatoire aigu (métrite, abces hépatique, ...), les concentrations augmentent trés
fortement ; la méme observation a été faite dans les conditions d’inflammation provoquée

;. 2
expérimentalement %%,

Plusieurs techniques de dosage de I’haptoglobine ont été développées, dont des méthodes
rapides et peu onéreuses pouvant étre utilisées en pratique médicale ®*. Cependant des
interférences sont possibles notamment lors d’hémolyse marquée avec la formation de
complexes Hp-Hb en grande quantité qui vont subir le métabolisme hépatique a |'origine
d’une concentration circulante plus faible alors qu’un processus inflammatoire évolue en

paralléle provoquant la hausse de sa concentration.

Les variations de la concentration de |’"haptoglobine semblent trés spécifiques (valeur de
spécificité supérieure a 85% et de sensibilité comprise entre (60 et 90%). La hausse de la

concentration est le résultat de la production d’IL-6 et de TNF-o. *%%°.

1422 SAA
Le terme de Serum Amyloide A (SAA) regroupe un ensemble d’apolipoprotéines dont la

structure est conservée au sein de différentes espéces et de faible poids moléculaire. Elle est
liée aux HDL (High Density Lipoprotein) de fagon physiologique et sa production hépatique est
largement amplifiée par les cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-1) lors d’inflammation.
Sa concentration peut subir une hausse de 100 & 1000 fois dans de brefs délais®®.

Le role de ces molécules n’est pas entierement élucidé mais il semblerait qu’elle participe a la
régulation du métabolisme des HDL et du cholestérol. Elle jouerait de plus un réle
chimiotactique pour les cellules de I'inflammation en facilitant I'adhérence de ces cellules.
Son dosage se fait principalement par ELISA indirect chez les bovins ®°. Lors de processus
inflammatoires, il s’agit de la molécule avec la sensibilité la plus élevée, entre 80 et 100% et
dont la spécificité varie entre 80 et 90%. Ceci peut étre di au fait que la seule influence de I'lL-
6 suffirait a augmenter les concentrations de SAA®, avec parfois des animaux présentant une
élévation du taux de SAA alors que ceux de I’haptoglobine restent inchangés. Les valeurs sont
élevées méme lors d’inflammation modérée ainsi que lors de stress et autres phénomeénes
non inflammatoires. Pour ces raisons, il est donc important de corréler les variations

observées avec celles de I’'haptoglobine et le contexte clinique.
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1423 al- AGP
L’a1- AGP est une glycoprotéine constituée d’'une chaine polypeptidique dont la composition

en acide aminés est connue pour I'espéce bovine. Sa fonction est encore mal déterminée ; elle
joue un role dans I’'hémostase et la restauration des tissus conjonctifs en se déposant sur la
surface des fibres élastiques néoformées, les protégeant ainsi des conditions lytiques du
milieu inflammatoire. Son réle précis n’est pas entierement compris mais elle stimulerait la
croissance des fibroblastes avec également une forte action immuno-modulatrice et anti-
inflammatoire. Ce réle est démontré in vitro.

Des kits de dosage par immunodiffusion radiale sont disponibles dans le marché. Le pic de
concentration semble se produire tardivement lors de processus inflammatoire avec des
valeurs peu modifiées en début d’inflammation, ce qui explique des valeurs de sensibilité tres

variables en fonction des études.

1.4.3 Myélopéroxydase

1.4.3.1 Structure et localisation

La myéloperoxydase (MPO) est une enzyme hémique présente en concentrations élevées
dans les granules primaires des neutrophiles, représentant 5% de la masse protéique de la
cellule. Chez 'homme, la MPO est présente également mais dans des quantités bien
moindres, dans des populations de macrophages résidents telles les cellules de Kiippfer dans
le foie ou encore la microglie.

C’est une enzyme qui agit en synergie avec les autres enzymes de I'explosion respiratoire, la
NADPH-oxydase, et la NOsynthase. Cette action conjointe permet d’éliminer les
microorganismes phagocytés qui sont résistants aux enzymes protéolytiques. Il existe une
grande similitude du comportement enzymatique de la MPO dans les différentes espéces ou
elle a été identifiée, malgré une séquence d’acides aminés qui varie. Les données les plus
maitrisées concernent les enzymes humaines et équines.

La myéloperoxydase appartient a la famille des peroxydases des mammiferes, présente en
grande quantité dans les granules primaires des neutrophiles, et dans les monocytes en
guantité plus faible. Elle est indétectable avant les dernieres étapes de maturation des

macrophages. La synthese de MPO a lieu dans la moelle osseuse au sein des cellules
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myéloides. Lors de la synthese de MPO humaine, un passage dans le réticulum endoplasmique
de la séquence immature permet une N-glycosylation de celle-ci et incorpore le groupe
prosthétique hémique a Fe** donnant naissance a la proMPO de 90kDa de poids moléculaire.
L’enzyme mature est obtenue suite au passage dans un compartiment pré-granulaire. L’'héme
est lié par son atome Fe(lll) a deux histidines de la protéine, I'une par liaison covalente et
I'autre par un pont hydrogéne. Par ailleurs ’"héme présente trois liaisons covalentes avec la
protéine. La protéine étant glycosylée, son poids varie entre 120 et 150 kDa, avec un pic
d’absorption caractéristique a 430 nm a cause de sa structure hémique. Suite a différents
signaux (liaison de TLR,GM-CSF, TNF-a....), la MPO peut étre libérée par dégranulation ou bien

par apoptose ou nécrose cellulaire ¢”2,

Lien sullonumr

Met 14—t

Figure 8: Structure du noyau hémique de la MPO humaine®

1.43.2 Role biologique
La MPO est une enzyme clé dans le role de défense des neutrophiles dans I'immunité. La

MPO posséde une activité peroxydase et de chloration libérant de I’acide hypochloreux HOCI
ou bien des acides hypo-halogénés a partir d’ions bromure ou iodure. Son activité de
chloration crée des agents intermédiaires hautement réactifs conduisant a la formation de
dérivés chlorés. Différemment des autres peroxydases, la MPO est tres réactive sous sa forme
naturelle MPO — FE(lll) donnant un intermédiaire lui-méme hautement réactif Cdl de courte

durée de vie qui réagit avec Cl- afin de donner I'ion hypochloreux et restituer la MPO-Fe(lll).
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e Activité de chloration

MPO-Fe(lll) + HpO5 <---> Cd | + H,0

Cd | + CI- + H* ---> MPO-Fe(lll) + HOCI

Cdl peut par ailleurs réagir avec un substrat réducteur DH pour former Cdll possédant une
structure hémique a Fe(IV) et un produit oxydé radicalaire provenant de DH. En réagissant
avec un nouveau réducteur, Cd Il restitue la MPO-Fe(lll) en formant un deuxieéme produit
oxydé radicalaire. Les produits oxydés radicalaires peuvent diffuser et conduire a la

formation de produits actifs de lipoperoxydation a partir de différents réducteurs tels que
les nitrites (NO5"), I'ascorbate, I'urate, les catécholamines, les cestrogenes, la sérotonine et
la tyrosine.

e Activité peroxydase

MPO-Fe(lll) + HpO5 --->Cd | + H>0

Cdl+DH-->Cd Il +D® +Ht
Cd Il + DH ---> MPO-Fe(lll) + D® + H*

Des concentrations maximales en H,0, et en Cl- sont nécessaires afin d’optimiser la production
d’ion hypochloreux et ainsi éviter la formation de Cdll (et d’ion superoxyde) a partir de Cdl qui
réagit avec H,0,ainsi que la formation de Cdl par réaction de la MPO avec HOCI.

De plus, la MPO peut réagir avec des réducteurs (dont Oz,o) afin de former Cdlll inactif. Cette
réaction reste toutefois réversible et peut se produire en début de phagocytose lorsque le pH
a l‘intérieur du phagosome est alcalin ou bien neutre, favorisant ainsi I’action de la NADPH-
oxydase avec une MPO quiescente. Lorsque le pH se rapproche du pH optimal de
fonctionnement de la MPO, c’est-a-dire pH=5,5, Cdlll libere a nouveau de la MPO-Fe(ll)

naturelle.

e Formation du Cd IlI
MPO-Fe(lll) + substrat réd. ---> MPO-Fe(ll) (Cd Ill) + substrat oxydé
MPO-Fe(ll) + O, ---> MPO-Fe(ll)-0,

Toutefois, une inactivation irréversible de la MP — Fe(lll) par HOCI est possible, ce qui laisse

supposer un mécanisme d’autorégulation.
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Ainsi pH, production de 0,. avec formation de H,0,, concentration de Cl- dans le plasma,
concentrations en réducteurs et en monoxyde d’azote vont balancer de fagcon complexe les
différentes réactions de la MPO au sein du phagosome.

La myéloperoxydase va donc permettre de former différentes espéces oxydantes. Comme cité
précédemment, I'acide hypochloreux est le principal produit de I'enzyme, il agit comme un
puissant bactéricide a l'intérieur du phagosome dans lequel il est formé, et va permettre de
nombreuses réactions dans le milieu extracellulaire. La MPO sera ainsi responsable
directement de la production de nombreuses molécules oxydantes participant a la défense de
I’'h6te. 1l est intéressant de noter que ce sont ces espéces qui seront responsables de la

chimioluminescence observée lors de la stimulation des neutrophiles in vitro.

MPO
_ . NADPH
e cr Mo <+ 0 +— IR
s NO,". Cr [CL,. CI]
o 1 ’\ | H,0,
02 \ ~O: — \ \
v — HOCI - 0,
ONOO'/ / \
/ y "GSH -> sulfonamide cyclique
-SH, -S-CH, -> dérivés oxydés
NOCH ; Acides a-amines -> chloramines -> aldéhydes
# NO* 0; Tyrosines -> chlorotyrosines
NO" CF NO." [ Cytosines -> 5-chlorocytosines
: Lipides insaturés -> chlorhydrines
[Cr, "OH]

\ Amines -> chloramines -> amines parentes

Figure 9: Produits formés par action oxydante de HOCI et réactions d'HOCI avec d'autres especes activées de I'oxygene et de

67
I'azote.

L'activité principale de la MPO décrite pour I'enzyme humaine est principalement un role

antimicrobien au sein des phago-lysosomes des neutrophiles. Les granules spécifiques
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contenant la NADPH-oxydase sont les premiers a fusionner et a relarguer leur contenu
enzymatique. Le contenu des granules azurophiles (dont la MPQ) est déversé apres fusion
membranaire dans un deuxieme temps, formant alors de nouvelles especes activées.
L'activité de la MPO s’intensifie avec I'acidification du milieu. La MPO agit sur une large
gamme de microorganismes par oxydation de différents produits et différents mécanismes.
La fixation sur des structures polysaccharidiques de la membrane bactérienne permet a la
MPO une attaque extracellulaire de microorganismes comme les parasites et les champignons
trop volumineux pour étre phagocytés, et qui sont souvent résistants aux enzymes
protéasiques et hydrolytiques. En oxydant différentes structures enzymatiques, la MPO peut
induire rapidement la mort cellulaire.

Malgré une forte concentration de la MPO au contact direct des agents infectieux au sein du
compartiment intracellulaire qu’est le phagolysosome, une petite quantité de I'’enzyme peut
étre déversée dans le milieu extracellulaire, notamment lors d’inflammation sévere. En effet
lorsque les neutrophiles procedent a une dégranulation exacerbée ou lorsqu’ils deviennent
apoptotiques, une action toxique locale est prévisible. Malgré une inhibition des effets
déléteres de la MPO par I'albumine, la céruloplasmine ou les lipoprotéines de faible densité
qui sont plus sensibles aux effets oxydants de la MPO, des lésions des tissus endogenes sont
fréquentes. De plus il s’agit d’'une inhibition qui est réversible. La MPO est cytotoxique pour
les hématies ainsi que pour les cellules endothéliales et les fibroblastes ; ces deux derniers
pouvant l'internaliser lors de la dégranulation des neutrophiles. Par ailleurs la MPO possede
la capacité d’oxyder les neutrophiles de I’h6te méme.

La MPO peut également agir directement ou indirectement dans la transduction des signaux
de l'inflammation en interférant dans la cascade des protéines kinases et au travers du
médiateur NF-kB. Elle peut avoir un effet bénéfique ou néfaste selon |'endroit et le moment
ou se produit la réaction inflammatoire.

Libérée au sein du site inflammatoire, la MPO est a |'origine de la formation d’espéces
oxydantes diffusibles qui vont avoir une activité sur les voisines alentour. En synergie avec Cl-
et H,0, la MPO perturbe les fonctions de prolifération, de production d’anticorps et de
cytolyse des lymphocytes T, B et NK (Natural Killer) en fonction du nombre de neutrophiles et
du potentiel antioxydant de I’environnement. Par interaction avec des macrophages, la MPO

peut également induire la production de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a et IL-
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1. Ces cellules ont également un potentiel oxydant accru vis-a-vis des microorganismes a
capsules polysaccharidiques résistantes aux protéases.

Par ailleurs, la MPO peut également avoir un effet limitant sur la réaction inflammatoire en
diminuant le potentiel de phagocytose des neutrophiles par oxydation des récepteurs
membranaires.

Des dérégulations de I'activité oxydante de la MPO sont liées a différentes maladies telles que
la maladie d’Alzheimer ou I'athérosclérose chez ’lhomme’®. Des mutations génétiques dans
I’espece humaine sont connues comme étant a 'origine de déficits en MPO sans toutefois
provoquer des signes cliniques, car in vitro les neutrophiles présentent une explosion
respiratoire et une activité phagocytaire accrues. Ces altérations conduisent a une sensibilité

accrue aux infections fongiques.

On peut donc émettre I'hypothése que la quantification de MPO permettrait d’estimer
I'intensité du recrutement et de I’activation des neutrophiles et donc indirectement

I'importance du processus inflammatoire dans le tissu ou il apparait.

1.4.3.3 Techniques de mesure et lien avec la quantité de neutrophiles

Plusieurs techniques pour quantifier le recrutement et I'activation des neutrophiles ont été
décrites permettant de mesurer la concentration de MPO chez I'homme ou le cheval.
Cependant la concentration enzymatique n’est pas proportionnelle a I'activité, car il existe
plusieurs inhibiteurs endogénes de son activité. Il serait donc plus intéressant de pouvoir
exprimer |'activité afin d’estimer la sévérité de la réaction inflammatoire. Cependant il n'y a
pas de consensus sur la méthode la plus fiable compte tenu des différents substrats utilisés
(Tétraméthylbenzidine (TMB), dianisidine, guaiacol) qui ne sont pas spécifiques de la MPO
mais de toute activité peroxydasique. Il est important de noter que I’hémoglobine ainsi que la
myoglobine possedent une activité peroxydasique, ce qui peut directement influencer les

1 e el . . . . 2
mesures’’. L’activité peroxydasique de la production de H,0,et par chimioluminescence "°.

D’aprés Pulli et al. ® différentes techniques sont utilisées afin de mesurer soit la présence de
MPO ou son activité souvent dans |'objectif de quantifier la présence de neutrophiles. Les

sondes majoritairement utilisées pour mettre en évidence la présence de MPO sont la
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dianisidine, le TMB suivi de I’Adénosine Diphosphate hydrogénase (ADPH) et la taurine. A ce
jour, aucune étude comparant les différentes techniques entre elles.

Afin de s’affranchir des interférences avec d’autres molécules a activité peroxydasique, Pulli
et son équipe ont proposé une méthode de dosage avec des anticorps anti-MPO qui d’apres
leurs résultats, est fidele et reproductible, ainsi que d’une bonne sensibilité ; elle est capable
de détecter la production de MPO a partir de 500 neutrophiles. Parallelement, la fixation de
la MPO par des anticorps augmenterait la spécificité des dosages. La corrélation entre
I'activité de la MPO dans les compartiments intracellulaires et la quantité de neutrophiles a

été montré.
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2 Analyse systématique des molécules spécifiques des neutrophiles

2.1 Introduction

L'identification et la quantification des cellules inflammatoires dans le sang périphérique ainsi
gue dans les tissus sont étudiées depuis plusieurs centaines d’années et sont corrélées au
concept méme de la théorie cellulaire. L’analyse minutieuse de ces prélevements a permis
tout d’abord d’identifier différentes familles ainsi que des patterns de présence considérés
physiologiques chez des patients sains. Le développement de la cytologie clinique ainsi que
de I'hématologie clinique a permis de détecter de variations anormales dans les contenus
cellulaires et leur répartition. Ceci a abouti a une meilleure compréhension médicale sur les
processus physiopathologiques d’infiltration cellulaire, leur évolution au cours du temps et
leurs réponses a des traitements.

Historiguement différentes techniques ont servi a identifier et a classer les types cellulaires,
gue ce soit sur la base de leurs propriétés physico-chimiques, immunologiques ou encore
fonctionnelles. Deux traits caractérisent les granulocytes neutrophiliques : leur courte durée
de vie, avec une moyenne de 5 jours a partir du moment ou ils quittent la moelle, ainsi que
leur faible capacité de synthese protéique une fois arrivés a maturation. Depuis la maitrise de
la fabrication d’anticorps dirigés contre des épitopes précis, 'immunomarquage a été utilisé
dans l'identification des neutrophiles pour les distinguer des autres leucocytes. Différentes
méthodes de séparation et d’identification des neutrophiles ont permis d’étudier leurs
caractéristiques et leur participation, ainsi que la cinétique de recrutement, lors de la réponse
inflammatoire. Traditionnellement, le protocole de séparation des neutrophiles repose sur la
technique de sédimentation afin de les isoler du reste des cellules circulantes dans le sang. La
technique décrite par Ferrang et Thong repose sur une différenciation en couche des
différents types cellulaires présents dans le sang, si cette technique est utile pour purifier les
cellules a partir du sang, elle est d’une utilité moindre dans la quantification des neutrophiles

présents dans les autres tissus.

54



2.2 Matériel et méthodes

7 7

Nous avons procédé a une analyse systématique des publications portant sur le différentes
méthodes publiées d’analyse des neutrophiles présents dans les tissus, en dehors de I'analyse
histologique.

La base de données est représentée par la littérature accessible en ligne notamment sur des
sites spécialisés tel Pubmed, ScienceDirect et Google Schoolar. Les articles recensés sont des
articles en langue anglaise publiés dans des revues spécialisées. Afin de concentrer nos
recherches sur les techniques les plus récentes, nous avons sélectionné les articles publiés
entre 1990 et 2018. Les termes utilisés pour la sélection des articles ont été : neutrophil
quantification, polynuclear neutrophil biomarker, inflammation quantification, determining
neutrophils in tissue, neutrophils ELISA quantification, cytometry quantification.

Les articles répondant a ces critéres de recherche ont été triés dans un premier temps a partir
de la lecture du résumé afin de s’assurer qu’il s’agissait bien de descriptions techniques
portant sur les neutrophiles humains, murins ou bovins, et qu’ils traitaient directement ou
indirectement des méthodes de quantification des granulocytes neutrophiliques dans les
tissus au sens large, aussi bien les fluides biologiques (dans lesquels les cellules sont en
suspension) que les tissus organisés, que les neutrophiles ont infiltré. Au final, les articles
remplissant ces criteres ont été étudiés afin d’extraire les informations relatives aux
techniques d’identification des neutrophiles. Toutes les références supplémentaires
identifiées au cours de la lecture des articles précédemment sélectionnés ont été incluses
dans I'étude et analysées de facon analogue a ce que nous avons précédemment décrit, afin
de recueillir des articles qui auraient échappé a la recherche avec des mots clés.

Parfois différents articles ont été retenus pour une méme approche technique car les
méthodes étaient sensiblement différentes. Ce choix permettait généralement d’apporter

une précision ou des informations supplémentaires sur la technique en question.
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2.3 Résultats

Nos premiéres recherches avec les moyens décrits nous ont fait accéder a plus de 600 articles
parmi lesquels nous avons tout d’abord sélectionné ceux qui s’intéressaient a l'infiltration
neutrophilique spécifiguement dans l'inflammation. Beaucoup d’articles de recherche
clinique s’intéressent a la nétose et a la maniére de la quantifier, mais nous avons exclus ces
articles car la technique ne permet pas de quantifier les cellules, et ils ne répondaient donc
pas aux objectifs de notre étude.

Initialement, 44 articles ont été séparés pour lecture dont 28 ont été retenus et comparés.
Les articles analysant des techniques décrites antérieurement et parfois adaptées afin de
prouver la corrélation de maladies spécifiques dans certains organes chez 'lhomme, ont été
supprimés de notre étude. De méme, toute étude de la réponse inflammatoire qui ne
s’'intéressait pas aux aspects cellulaires et la réponse aux stimuli inflammatoires a été écartée.
De plus, les études corroborant des résultats déja rapportés par un autre article avec une
méthode identique n’ont pas été retenus a la faveur des études originales. En effet nous
n’avons pas la finalité de déterminer précisément les voies moléculaires de I'inflammation des
organes lors d’affections spécifiques ; cependant lorsque tout marqueur original a été proposé
dans de telles études, que nous avons jugé exploitable dans la détection des neutrophiles, la
méthode a été analysée et incluse dans notre étude. Au final, 28 articles ont été retenus et

analysés.

2.3.1 Méthodes décrites pour les especes murine et humaine :

Chez les espéces étudiées, différents milieux ont servi de support a la recherche des
neutrophiles. Ainsi en fonction du milieu biologique, les méthodes varient. En effet lorsque
les neutrophiles sont libres dans un milieu liquide, comme le sang, les exsudats inflammatoires
ou bien le liquide articulaire qui peuvent étre le site d’une infiltration neutrophilique, ou
encore dans des tissus organisés infiltrés.

Ainsi dans le premier cas, les cellules sont aisément accessibles. Par la reconnaissance d’un
marqueur de surface des cellules il est possible de les identifier et les dénombrer. Il suffit pour

cela de générer un ligand spécifique d’un tel marqueur, postérieurement distinguable.
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Cependant lors de l'analyse de tissus organisés et solides, il n‘est pas possible d’aller
directement au contact des cellules infiltrées au sein d’un compact. Pour cela il convient de
défaire la structure organisée. En cassant les trames extracellulaires qui relient les cellules
entre elles ainsi que les liaisons intercellulaires, il y a atteinte des membranes cellulaires qui
sont alors plus difficilement analysables. Ceci rend donc nécessaire une méthode de détection
qui puisse relier les concentrations d’un biomarqueur contenu uniguement dans les
neutrophiles au nombre de neutrophiles présents. Ainsi I'analyse d’un composant moléculaire
d’un broyat de tissu permettrait une analyse indirecte de la composition cellulaire et de la

proportion de neutrophiles.

2.3.1.1 Automatisation avec coloration Giemsa

Le dénombrement microscopique se fait a I'aide des différences morphologiques qui
distinguent les neutrophiles des autres types de leucocytes. Ce comptage se fait a partir des
frottis de sang périphérique suite a une coloration. Le traitement est particulierement
chronophage, dépendant de celui qui I'exécute, et dés est susceptible d’erreur non
négligeable. De plus, les différentes techniques de coloration et la variation du temps
d’exposition pour chaque type de coloration cause une variabilité marquée de l'intensité de
couleur de chaque compartiment subcellulaire et la possibilité de confusion entre types
cellulaires. C'est pourquoi des méthodes de détermination automatisées avec des protocoles
bien définis sont recherchées, tel est le cas des recherches de Ahmghalan et al (2009)”* afin
de mesurer automatiquement les différents types cellulaires sur un frottis a I'aide d’un
algorithme. En analysant au microscope électronique relié a une caméra digitale, des lames
ayant subi une coloration au Giemsa, ils parviennent a détecter les noyaux plurilobés de par
leur coloration de plus forte intensité et de les séparer des autres lymphocytes par leur
proximité inférieure au diameétre d’un leucocyte. lls parviennent ainsi a quantifier les

neutrophiles observés sur les frottis sanguins avec une précision rapportée de 96 %.

2.3.1.2 Les protéines membranaires de surface

Pour I'identification des neutrophiles selon différentes méthodes, il convient de connaitre des
protéines membranaires spécifiques des cellules neutrophiles, et ce afin de produire des

anticorps capables de les reconnaitre.
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Parmi les techniques de quantification, I'immunohisto ou cyto-chimie telle que la cytométrie

de flux sont utilisées.

La cytométrie de flux mesure la fluorescence et la diffusion de la lumiére a travers des cellules
en suspension. Cette méthode permet d’analyser les propriétés des cellules en les exposant a
un faisceau laser aprés séparation dans un liquide de gaine. Des capteurs permettent
d’analyser les propriétés de la lumiere diffractée et celle émise par les cellules afin d’enen
déduire les propriétés physiques (taille et complexité cellulaire interne). De plus, la
reconnaissance a lI'aide d’anticorps spécifiques de protéines membranaires, couplés a des
marqueurs fluorescents, permet de discerner différentes populations de cellules. Ainsi,

plusieurs études ont décrit la détermination des protéines spécifiques des neutrophiles’”.
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Figure 10: Schéma d'un cytometre de flux 7>
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Fung et al (2011)”® ont publié un récapitulatif des antigénes connus en fonction pour I’

homme.

Tableau 4 : Récapitulatif des Antigénes Neutrophiliques humains et leurs caractéristiques d'aprés Fung et al. (201 1)

Ag System HNA-1 (15-25) HNA-2 (26-33) HNA-3 (34-42) HNA-4 (43,44,46) | HNA-5 (44,45,47)

Ag HNA-1a | HNA-1b | HNA-1c | HNA-2a HNA-3a HNA-3b HNA-4a HNA-5a

Old nomenclature | NA1 NA2 SH NB1 5b MART OND

Gylcoprotein FeyRIlb (CD16b) gp 50-64 (CD177) CTL-2 (undefined) oM (CD11b) ol (CD11a)
(Cluster)

Anchor/link glycosyl-phosphatidylinositol GPI transmembrane transmembrane transmembrane

link (GPI)
Expression Neutrophils Neutrophils Neutrophils, granulocytes, Granulocytes, Granulocytes,

(monocytes of
pregnant women)

monocytes, lymphocytes,
platelets, kidney, placental
tissue, spleen, lymph node
tissue, endothelial cells

monocytes,
T-lymphocytes

monocytes,
lymphocytes

Des marqueurs de la lignée myéloide ont été proposés par Lagasse et al. (1996)” afin de

séparer neutrophiles et monocytes des autres types leucocytaires. En utilisant deux anticorps

Gr-1 et Mac-1 qui reconnaissent des épitopes membranaires, spécifiques des neutrophiles et

des monocytes, respectivement, la cytométrie de flux permet de distinguer les deux

populations dont les neutrophiles, et ainsi de les quantifier avec un marquage fluorescent

préalable. Ceci a été fait dans des tissus murins notamment le sang, les ponctions de moelle

osseuse et des fractions de rate broyée ; cette identification a été confirmée en microscopie

électronique. Cette étude a notamment permis de relever que l'expression de Gr-1

augmentait a la surface des neutrophiles au cours de leur maturation, dans un premier temps

dans la moelle osseuse et ensuite dans la circulation sanguine et dans la rate.
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La cytométrie de flux est devenue une méthode ubiquiste, performante et rapide de mesure
de la concentration des neutrophiles dans le sang. La maitrise de différents marqueurs
membranaires a permis aussi de différencier les neutrophiles parmi les leucocytes ainsi que

de suivre leur différenciation au cours de leur développement.

Les neutrophiles murins possedent de grandes quantités de protéines membranaires de la
famille de Ly6B, Ly6C et Ly6G, comme rapporté par P. Y. Lee et al (2013)’%. Il s’agit de protéines
dont le réle n’est pas encore entierement compris mais dont on estime qu’elles participent a
la migration. Ly6B est plus particulierement exprimée sur les cellules au sein de la moelle
osseuse et sur les neutrophiles circulants, mais également a la surface des monocytes
immatures. Il s’agit donc d’'un marqueur utile des neutrophiles en combinaison avec F4/80 ;
CCR2, et CD11b, pour différencier les neutrophiles des monocytes.

Ly6C est également présente sur les neutrophiles mais aussi sur différentes cellules de la
lignée blanche ; elle est principalement utilisée comme marqueur des monocytes. Rose et al
(2014) ont proposé d’utiliser le marquage avec LY6G et LY6C pour identifier de facon plus
fiable les neutrophiles”.

Ly6G ayant été démontrée comme une protéine exclusivement présente chez les
neutrophiles, elle a été utilisée par J. Daley et al. (2008) ¥ pour enlever la production de

neutrophiles chez des souris, confirmant ainsi la spécificité vis-a-vis des neutrophiles.

La quantification de I’évolution de I'expression de CD11b a été étudiée lors de I'activation des
neutrophiles et des monocytes pendant I'inflammation. Il est difficile de séparer les deux
types cellulaires uniqguement sur la base de I'expression de CD11b ; en outre, son expression
ne permet pas de quantifier avec certitude la quantité de neutrophiles activés. Ainsi Nicholson
et al (2007) ont utilisé la cytométrie de flux pour analyser les neutrophiles dans le sang
périphérique afin de mesurer I'évolution de I'expression de CD11b lors d’activation par
chimiokines chez des patients sains et de patients atteints de maladie pulmonaire obstructive
chronique 8!, CD11b et CD18 sont des molécules 32 intégrines, qui participent a 'adhésion
aux protéines de surface de I'endothélium vis-a-vis desquelles des anticorps spécifiques sont
disponibles. De méme, I'expression de la L-sélectine (CD62L) a la surface des neutrophiles
permet de mesurer |’activation des neutrophiles de facon indirecte mais également la capacité

d’adhésion aux cellules endothéliales, comme montré par Marshall et al (1997) .
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Cependant Bateman et al (1993) ont décrit que le niveau de base d’expression de CD11b et
CD18 ne permettait pas de définir avec précision I'activation des neutrophiles lors de
stimulation inflammatoire chez des individus malades®.

Chez I’'homme, plusieurs anticorps dirigés contre CD35, CD16, CD64, et CD87, ont été proposé
en association pour étudier la maturation des neutrophiles, en comparant la présence
séquentielle de ces molécules au cours du développement neutrophilique et permettant
méme d’identifier des anomalies de la maturation des neutrophiles. Il convient de noter que
lors de cette étude les auteurs se sont intéressés a la corrélation entre I'expression des
marqueurs en cytométrie de flux et le dénombrement manuel sur lame effectué en paralléle
par des observateurs. lls ont décrit des corrélations statistiques entre la proportion des jeunes
neutrophiles « band cells » avec I'expression des marqueurs de CD16 et CD35. La différence
est plus grande en ce qui concerne les neutrophiles segmentés, mais il y a également une

différence marquée entre les différents observateurs®.

2.3.1.3 Les molécules intracellulaires

Des molécules présentes dans les granules des neutrophiles ont été dosées dans le plasma
afin d’établir si leurs concentrations étaient corrélées avec le nombre de neutrophiles
circulants. Lors de la dégranulation des neutrophiles, des contenus intracellulaires sont
déversés dans le milieu extérieur. Compte tenu du faible potentiel de synthése des
neutrophiles, il est possible de les doser soit en stimulant les cellules a la dégranulation, soit
en déstructurant leur membrane cellulaire.

Sorensen et al (1997)% ont développé un test ELISA afin de doser la hCAP-18, une cathélicidine
présente dans les granules spécifiques des neutrophiles humains. lls ont montré une
corrélation positive entre la quantité de neutrophiles circulants et la quantité de hCAP-18
plasmatique, malgré la présence d’'une quantité basale de cette protéine dans le plasma, qui
est d’origine inconnue mais trés vraisemblablement d’origine non neutrophilique et myéloide.
Des études précédentes avaient déja permis de montrer une relation entre |'élastase
circulante et la quantité de neutrophiles dans des infiltrats cutanés. Ainsi Lammers et al
(1986) ont relié la quantité d’élastase libérée au nombre de neutrophiles infiltrés dans des

extraits de peau d’humain par immunofluorescence .
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L’étude de la quantité de lipocaline 2 associée a la gélatinase neutrophilique a également été
proposée comme protéine aiglie de I'inflammation, car elle est sécrétée par les neutrophiles
humains. La quantité sérique augmente en fonction de |’état d’activation des neutrophiles. Il
s’agit donc d’une molécule intéressante dans les études concernant I'inflammation rénale et
articulaire chez ’lhomme. Elle peut étre dosée grace a un test ELISAY.

Des lipocalines associées a la gélatinase neutrophilique (NGAL), qui sont des collagénases de
type IV libérées par les neutrophiles humains, ont été étudiées chez des sujets sains. Une
étude quantitative de la collagénase présente dans les granules azurophiliques a été réalisée
et un test ELISA a été proposé par Kjeldsen et al (1996)%2. Les auteurs ont conclu a I'absence
de corrélation entre le nombre de neutrophiles et le taux de gélatinase mesurée dans des
échantillons de sang chez les sujets sains. Cependant, une corrélation était présente chez des
patients atteints de lymphome non-Hodgkinien. La gélatinase serait liée de facon fidele au
nombre de neutrophiles circulants, sans interférence de 'activité myéloide®®®.

Parmi les molécules candidates présentes dans les vésicules des neutrophiles on trouve la
myélopéroxydase, qui est également exprimée par les éosinophiles alors qu’elle est absente
dans les macrophages. Brown et al (2001)* avait montré par immunohistochimie, que les
cellules de Kupfer ainsi que les macrophages résidents dans le foie exprimaient également la
MPO. Cependant, des études plus récentes ont investigué cette possibilité a I'aide de
différentes techniques comme I'immunohistochimie, le Western Blot et la RT-PCR dans des
échantillons de foie murins sains ou avec des lésions induites par une surcharge alcoolique,
ainsi que dans des échantillons de foie lésés humains avec des lésions. Les auteurs n’ont pas
conclu sur une origine strictement hépatique de la MPO °*.

Dans des essais utilisant des modeéles animaux, la MPO est un marqueur de I'inflammation
trés sensible et précoce car il est présent 24 heures avant que le nombre de neutrophiles soit
augmenté et qu’ils puissent étre détectés en histologie®’. On retrouve dans la littérature trois
techniques de dosage de I'activité peroxydasique dont la spécificité et la sensibilité ont été
rapportées :

- La chimioluminescence dépendante du luminol a pH acide, spécifique de la
myéloperoxydase (MPO) des neutrophiles et dont I'activité a été corrélée a la
quantité de neutrophiles dans des tumeurs %

- L'activité péroxydasique révélée avec de I’Adénosine Diphosphate Hydrogéne

(ADPH)I’ADPH
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- L'activité de chlorination avec de I'acide 2-[6-(4'-hydroxy)phenoxy-3H-xanthen-3-
on-9-yllbenzoique (HPF) et de I'acide 2- [6-(4'-amino)phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-
yllbenzoique(APF),) dont le différentiel de signal représenterait spécifiqguement
Iactivité de la MPO**

L’équipe de Pulli et al (2013)”® ont publié un conséquent travail sur la myélopéroxydase et la
détermination d’une technique spécifique et standardisée de mesure de son activité au sein
des tissus et liquides biologiques. Lors de I'analyse des méthodes précédemment citées ils ont
conclu a la présence d’une interférence avec d’autres protéines lors de la mesure de I'activité
de la MPO. En utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques de la MPOQ, ils ont démontré Ia
spécificité et la répétabilité des mesures de I'activé péroxydasique dans des échantillons de
différents tissus murins broyés. lls ont ainsi pu établir une relation fidele et robuste entre la
guantité de MPO et l'infiltration neutrophilique des tissus.

Une équipe canadienne a étudié une méthode semi-quantitative par immuno-
chromatographie (lateral flow test) de détermination de I'activité peroxydasique de la MPO a
partir de prélevement d’expectoration chez des patients humains. lls en concluent une
corrélation entre I'activité de la MPO et la quantité de neutrophiles dans les prélevements,

dénombrés par un comptage dans les conditions classiques™.

Rujuan DAI et al (2017) ont utilisé des techniques de RT-PCR (Real Time Polymérase Chain
Reaction ou PCR quantitative) pour quantifier I'expression de |’élastase neutrophilique et de
la myéloperoxydase circulante lors I'administration d’cestrogene chez la souris. Ils ont conclu
a l'augmentation de ces molécules parallelement a l'augmentation des neutrophiles
guantifiés par cytométrie de flux au travers des marqueurs Gr-1 et CD11b. lls n’ont cependant
pas proposé de corrélation entre les deux facteurs *°. Une méthode a été décrite afin de
mesurer les neutrophiles de facon quantitative sur des échantillons de prélevements
nasopharyngés humains congelés en utilisant la RT-q sur les génes codant CD16, CD18 et
CD26L, des molécules considérées comme spécifiques des neutrophiles. lls concluent que
cette méthode pourrait étre étendue a d’autres prélévements que les expectorations naso-

pharyngées”’.
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2.3.2 Chezles bovins

Différentes études ont été menées chez les bovins afin de dénombrer les neutrophiles
présents dans le lait notamment, lors d’augmentation de la concentration cellulaire signant la
présence d’'une mammite. Différentes techniques ont été décrites afin de quantifier les
populations de cellules présentes dans le lait.

Des méthodes de cytologie en microscopie optique permettent I'identification directe des
cellules présentes et leur classification sur la base des caractéristiques morphologiques .

De multiples techniques de cytométrie de flux ont été décrites dans le but de déterminer
précisément les quantités de cellules dans des échantillons de lait. Le marquage avec de
I'iodure de propidium et I'analyse par cytométrie en flux est possible pour détecter des états
inflammatoires avec des concentrations cellulaires basses, lors de mammites™.
L’augmentation de la concentration de cellules dans ce cas précis étant principalement due a
un recrutement de neutrophiles.

Des anticorps spécifiques des neutrophiles bovins présents dans le lait ont été développés et
ont permis |'essor de techniques indirectes de détection de ces cellules dans le lait avec des
test ELISA notamment. Ainsi, a I'aide d’anticorps polyclonaux murins, la densité optique
mesurée a 'aide d’un test ELISA permettait une mesure fiable et bien corrélée aux résultats
du comptage cellulaire dans les échantillons de lait. La sensibilité était de I'ordre de 95% et Ia
spécificité d’environ 97%. La fiabilité du test permettrait notamment la détection
systématique de I'afflux neutrophilique pour des concentrations inférieurs a 100 000 cellules
par millilitre % qui est considérée comme le seuil au-dessus duquel la glande mammaire est
considérée comme enflammée a la suite d’une infection.

Par la suite, une technique reliant un marquage spécifique des neutrophiles a l'aide
d’anticorps polyclonaux marqués avec de l'isothiocyanate de fluorescéine (possédant un pic
d’excitation a 470nm, fluorescence verte) couplé a un marquage de I’ADN avec de I'iodure de
propidium (excitation a 530 nm, fluorescence rouge), et une analyse en microscopie a été
proposée. Ainsi lors de I'analyse microscopique, la détection des neutrophiles s’est avérée
spécifique et sensible, avec un marquage vert sur les membranes entourant une fluorescence

rouge. Cette technique est utile et fiable notamment lors de forte augmentation de la
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cellularité du lait puisque les neutrophiles représentent dans ce cas, plus de 80% de la
population des leucocytes recrutés *°*.

Cooray et al (1994) ont montré une corrélation entre la concentration de MPO dans le lait et
la concentration cellulaire. Des anticorps murins monoclonaux spécifiques de la MPO bovine
ont été produits et utilisés afin de mesurer la MPO dans les échantillons de lait avec un test
ELISA. Par ailleurs, I'absence d’interférence des autres protéines du lait ou de I'inflammation
elle-méme a été démontrée, ainsi que I'absence de réaction croisée avec la lactoferrine, la
lactoperoxydase, I'albumine sérique, les produits de dégradation des lymphocytes ainsi que
les protéines du lait normal *°.

Zerbe et al (2002) se sont intéressé aux écoulements utérins de vaches atteintes
d’endométrite causée par Escherichia coli ou Trueperella pyogenes et la population de
neutrophiles présentes. Malgré 'absence de quantification, ils ont montré un phénotype
altéré et une production de réactifs oxygénés réduite par les neutrophiles présents dans les
sécrétions prélevées, rendant certaines techniques de détection inappropriées dans ce

1
cadre'®,
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2.4 Discussion et possibles applications

Il existe de multiples techniques de quantification des neutrophiles, du comptage direct a des
méthodes de détection indirectes. Le comptage direct se base essentiellement sur des
lectures de frottis sanguins, ou étalement sur lame de prélevements liquides. Ce sont des
techniques historiques mais qui demandent du temps dans la préparation et ne sont pas libres
d’erreurs. En effet en fonction du technicien qui se charge de la préparation et de la lecture,
des variations non seulement de l'intensité de la coloration ainsi que du recensement des
types cellulaires sont fréquentes. De plus ces lectures sont largement dépendantes de

I’équipement de laboratoire disponible.

D’autres techniques de quantification des polynucléaires neutrophiles connues et maitrisées
sont possibles a I'aide d’équipements couteux, de haute technicité et dont les temps d’analyse
ne sont pas négligeables. La détention et I'utilisation de ces équipements demande une
expertise et un certain débit afin d’optimiser leur utilisation. La cytométrie de flux est de plus
en plus répandue et représente aujourd’hui une des technologies les plus puissantes utilisées
en routine en hématologie et en immunologie. En moins de 60 ans, les appareils de mesure
sont passées d’'un traitement de quatre couleurs de fluorescence a plus de 10 couleurs
mesurées actuellement. Afin d’identifier les neutrophiles circulants dans le sang périphérique,
deux parametres physiques analysés par réfraction de la lumiére émise sont cependant
suffisants. Progressivement I'ajout de marqueurs fluorescents dont le signal peut étre lu a
permis d’affiner les techniques ainsi que d’identifier de nouveaux types cellulaires. Ces
marqueurs fluorescents sont conjugués a des anticorps spécifiques des types cellulaires a
déterminer'®. Ainsi I’étude des marqueurs des neutrophiles représente une part significative

des travaux utilisant la cytométrie de flux.

Il convient de relever que la grande diversité des études représente une difficulté dans
I'identification d’un marqueur universel qui surpasserait tous les autres. En effet en fonction
de l'espéce cible, de la nature de I"échantillon biologique plusieurs techniques ont été
décrites. Ainsi Rose et al (2014)”° affirment qu’un marquage dirigé contre Ly6C/Ly6G permet
une détection plus spécifique des neutrophiles spléniques par rapport a l'utilisation des
anticorps anti-Grl. Cependant le marquage le plus communément utilisé cible la protéine

CD11b. Cependant, I'expression de ces marqueurs qui difféerent en fonction de I'activité des
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neutrophiles et dont l'interaction peut méme induire des changements de I’expression. On
retrouve cette méme problématique lors de I'analyse des contenus des granules des
neutrophiles, ou des différences peuvent apparaitre différence parmi les neutrophiles ciblés.
Par ailleurs CD11b est également présent a la surface des éosinophiles et doit étre considéré
avec précaution chez des individus avec une éosinophilie®”. Ainsi, par accumulation des
données, des variations existent au sein méme de la population de neutrophiles sans pour
autant en connaitre la cause, comme le passage par différentes étapes de maturation. Alors
qgue les neutrophiles sont considérés comme des cellules a faible pouvoir d’expression
protéique, ces différences sont difficiles a expliquer sauf a conclure a des différences
d’expression membranaire en fonction de certains états. Ainsi Christoffersson et Phillipson

1 , , , s
(2018)'* ont récemment recensé les sous-types répertoriés :

Tableau 5 : Caractéristiques et fonctions des sous-types de neutrophiles (d'apres Christofferson et Phillison'®)

Neutrophil subtype

Defining features

Function

Model system

NI (antitumor)

N2 (protumor)

N1 (pro-inflammatory)
N2 (anti-inflammatory)

SiglecF" (protumor)

Pro-tumorigenic

Pro-angiogenic

Reverse-migrated

PMN-N
PMN-I
PMN-II

IL-17A-producing
neutrophils

High density neutrophils
Low density neutrophils

CD62L™="/CD16™ "
CD62LY"™/CD167eM

CD62L "/ CD1 6™

Hypersegmented nuclei, high

TNF«, ICAM-1, FAS
Circular nuclei, high arginase,
CCL2, CCLS

Ly6G*, CD206
Ly6G*, CD206*
SiglecF]“,

VEGF, MMP-9, CXCR4,
IFNy-responsive
CD49d, CXCR4, VEGFR1, MMP-9

Activated morphology

“Normal” neutrophils, round nuclei,
CD49d", CD11b ", TLR-2,-4,-9
Multilobular nuclei, CD49d*, CD11b ",
IL-12, CCL3, TLR-2,-4,-5.-8
Ring-shaped nuclei, CD49d ", CD11b",
IL-10, CCL2, TLR-2,-4,-7,-9
RORYt, IL-17

Hypersegmented nuclei

Banded/ring-shaped to hypersegmented
nuclei

Multilobular nuclei,

Hypersegmented nuclei, CD11c™,
CD11b", CD354™

Banded nuclei, CD11c', CD11b%,
CDs4"

Cytotoxic (through ROS)

T cell inactivation, angiogenic factors, matrix
degradation

Promotes adverse ventricle wall remodeling
Attenuates adverse ventricle wall remodeling

Cancer promotion; myeloid cell recruitment,
angiogenesis, T cell suppression

Proangiogenic, matrix degradation

Accumulate at hypoxic sites and stimulate
angiogenesis

Can re-mount responses to microbes and injuries
No effect on macrophages

Activates M1 macrophages

Activates M2 macrophages

Clear infections

Anti-tumor
Tumor-permissive

ROS release to control T cell proliferation

Mouse, subcutaneous and
orthotopic tumors

Mouse, myocardial infarction

Mouse, KP lung tumor,
Human, non-small cell lung
cancer patients
Mouse, subcutaneous tumors
and metastases, Matrigel assay
Mouse, transplanted hypoxic tissue,
hindlimb ischemia, recruitment
models

Zebrafish wounding and infection

Mouse, MRSA infection

Human blood, cystic fibrosis —
pseudomonas aeruginosa-infected,
mouse, fungal infection

Mouse, tumor models,

Human cancer

Human; LPS administration to
volunteers

On voit donc que non seulement la cytométrie de flux reste une technique couteuse et
requérant une certaine technicité, mais les progres techniques et des connaissances sur cette
population cellulaire conduisent a s’interroger sur la pertinence de tel ou tel marqueur pour

I'identification de ces cellules et les différences au sein de la population ciblée. Est-ce
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raisonnable de cibler toute la population avec un unique marqueur membranaire ou serait-ce
plus précis de I'analyser au cas par cas en fonction de la question posée ou d’utiliser une

combinaison de marqueurs ?

Une autre approche trés étudiée consiste a relier I'activité de la MPO contenue dans les
granules des neutrophiles a la quantité de cellules neutrophiliques. Une étude majeure a été
conduite par Pulli et al (2013”3), montrant une relativement bonne corrélation avec la quantité
de neutrophiles dans différents tissus avec un protocole standardisé dont les résultats sont
répétables. En quantifiant I'activité de la MPO a partir de broyats tissulaires a I'aide d’un test
ELISA, Pulli et son équipe ont pu quantifier les neutrophiles infiltrés de facon indirecte. Ce test
est a la fois simple et robuste, une fois les anticorps anti-MPO correctement identifiés et
I’'ELISA mis au point. Les champs d’application potentiels sont nombreux. Compte tenu de
I'absence d’études avec une méthode aussi détaillée pour la quantification des neutrophiles
par ELISA, son développement pour une future en médecine vétérinaire incluant I'espece

bovine, est envisageable dans le suivi de certaines affections tres répandues.

Le diagnostic de nombreuses affections pourrait bénéficier de cet apport technique. En effet,
les infections de la sphere respiratoire, mammaire et génitale sont particulierement
fréquentes chez les bovins. Les neutrophiles ont un réle particulier dans les infections comme
les pneumonies ou les mammites d’origine bactérienne. Méme s’ils participent a I’élimination
des infections, les neutrophiles produisent aussi des dommages tissulaires a la suite de la
libération de leur contenu intracellulaire, qui est un facteur important des atteintes des
parenchymes. Des études ont montré que la régulation du nombre et de la diapédese des
neutrophiles permettait d’atténuer les signes cliniques des animaux atteints °. Plusieurs
études se sont intéressés a la cinétique de l'infiltration des neutrophiles suite a des épisodes
de stress ou chez des animaux soumis a des infections virales tels le BVD ou |’herpes virus

7 Alors que le premier induit une neutropénie favorable a des infections

Bovin de type 1
pulmonaires d’origine bactérienne, le second induit une infiltration leucocytaire dont des
neutrophiles activés délétéres au tissu pulmonaire. Comme relaté dans des études en
médecine humaine, il existe une corrélation entre |'activité de la MPO des sécrétions nasales

et la présence de neutrophiles®™. Il faut cependant déterminer des seuils d’interprétation
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permettant I'interprétation des résultats de ces mesures. La détermination de seuils chez des
veaux atteints permettrait un criblage rapide des animaux atteints, permettant du méme coup

un traitement précoce.

Par ailleurs en élevage laitier, les mammites et endométrites sont tres fréquentes pendant le

peripartum.

La sélection génétique des animaux ainsi que les avancées dans la nutrition et dans la gestion
de I'élevage ont permis une augmentation de la production laitiére par animal. Cependant,
parallélement a cette hausse une prédisposition aux maladies métaboliques et infectieuses
est observée. Elles ont la cause d’'importantes pertes pour I'industrie laitiére. La période de
sensibilité maximale s’étend de la 3eme semaine précédant la parturition jusqu’a la 3eme
semaine post-partum, désignée période de transition pendant laquelle les vaches laitieres
haute productrices subissent de nombreux changements : gu’ils soient hormonaux a la suite
de la parturition et le début de la lactation, métaboliques avec les changements nutritionnels
et 'exportation forte de grandes quantités d’énergie et de protéines, en plus de |’évolution
concurrente de maladies infectieuses. Ces changements sont fortement liés entre eux et
évoluent concomitamment. Environ 75% des pathologies rencontrées chez la vache laitiere
s’expriment pendant cette période de transition. Différentes études se sont penchées sur
I'activité des neutrophiles pendant cette étape de transition, et malgré les différentes
méthodes utilisées des résultats contradictoires ont été obtenus. Il en ressort néanmoins que
'activité pro-inflammatoire des neutrophiles est augmentée. ® McDougall at a/ (2017)** ont
démontré que chez des vaches saines une neutrophilie passagére relative a la hausse de la
cortisolémie due a la mise bas et une réduction des capacité de diapédese étaient présentes
en peripartum. La diminution du nombre de neutrophiles circulants peut étre imputable a une
migration des neutrophiles suite au développement d’infections au sein des tissus utérin ou

mammaire.

Les endométrites sont définies comme une inflammation endométriale présente au-dela de
21 jours apres la parturition en I'absence de signes cliniques systémiques. Histologiquement,
on retrouve une interruption de la continuité de I'épithélium et la présence de cellules
inflammatoires avec pour I'essentiel des neutrophiles. Le diagnostic cytologique repose sur

I'identification d’une augmentation de la proportion des neutrophiles dans les échantillons a
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la suite du prélevement utérin par cytobrosse ou sur des prélevements de faible quantité de
lavage utérin. Ces tests de référence sont capables de diagnostiquer des endométrites
cliniques et subcliniques sur la base du pourcentage de neutrophiles dénombrés. Un
pourcentage supérieur a 5% de neutrophiles serait le signe d’'une inflammation et d’une
endomeétrite possiblement subclinique. Ces endométrites ne sont pas toujours détectées et
sont la cause de nombreux échecs de reproduction, synonymes d’importantes pertes

, . , . 11
économiques dans les élevages bovins *°.

Par ailleurs les mammites figurent parmi les causes majeures de pertes économiques en
élevage laitier. Ces pertes sont la conséquence du retrait du lait dont la concentration
cellulaire est trop élevée et le colt des traitements réalisés pour enrayer les infections. La
technique diagnostiqgue des mammites la plus commune repose sur le dénombrement des
cellules somatique dans le lait, qui sont essentiellement des neutrophiles pour des valeurs

7 . . 111
augmentées lors d’infection™ .

Ainsi, pour les trois affections majeures de I'élevage bovin, il existe une augmentation du
nombre de neutrophiles localement recrutés. La détection précoce de ces signes
inflammatoires est essentielle pour la prise en charge la mise en ceuvre du traitement, et ainsi
minimiser les pertes de production. Pour cela, il convient d’utiliser des moyens diagnostiques
fiables, rapides et peu onéreux. Tout test diagnostique applicable au plus prés de I’'animal est
essentiel, notamment en médecine vétérinaire. Tout retard de diagnostic réduit

significativement la probabilité de guérison.

Un biomarqueur est une caractéristique mesurable et évaluée comme un indicateur d’'un
processus normal, pathologique ou d’une réponse pharmacologique d’un essai
thérapeutique. Un biomarqueur informatif doit réunir un certain nombre de qualités, comme
la spécificité, la sensibilité, le caractere répétable. En outre, pour que ce biomarqueur soit

utilisable en routine il doit étre facile a mettre en ceuvre et peu onéreux.

il existe donc une possibilité de développer un test non invasif de détection des neutrophiles
de facon indirecte, comme l'indique I'étude de Pulli, au travers de la mesure de l'activité
enzymatique de la MPO. |l est possible qu’un test basé sur des anticorps monoclonaux contre
la MPO bovine soit utilisable dans les trois situations décrites. Les anticorps monoclonaux

peuvent aisément étre produits par les techniques usuelles, par génie génétique ou par des
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protocoles conventionnels par immunisation de la souris Dans les expériences de Pulli, le
contenu intracellulaire est extrait afin d’isoler la myélopéroxydase contenue dans les granules
neutrophiliques a I'aide d’acétone. Dans chaque cas, des études ont montré que la mesure de
I'activité de la MPO est potentiellement exploitable. En effet, le développement de ce type de
test a déja été envisagé afin de détecter la présence d’'une mammite chez la vache laitiere ; il
conviendrait d’établir le lien avec la concentration neutrophilique et le diagnostic de
mammites subcliniques'®%. De méme, en médecine humaine, 'analyse de Iactivité de la MPO
dans les sécrétions nasales est utilisée en tant que marqueur de lI'inflammation des voies
respiratoires lors de bronchites chroniques (et dans le suivi des traitements de ces
affections)™. Il serait intéressant d’examiner des situations propres aux bovins. Pour cela,
outre le développement de tests performants, a la condition que les réactifs nécessaires
soient disponibles, il sera ensuite nécessaire d’établir la relation entre la quantité de
neutrophiles et I'activité péroxydasique, afin de fixer des seuils d’interprétation. Il conviendra
également de déterminer les concentrations idéales de mesure afin d’établir un intervalle
dans lequel on observe une relation linéaire entre l'activité MPO et la concentration

neutrophilique.
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3 Conclusion

L’objectif de notre travail était d’analyser les données publiées disponibles afin de comparer
les derniéres techniques de mesure des neutrophiles et d’identifier une technique
performante, rapide, peu couteuse, et moins dépendante de ressources techniques
spécialisés, et éventuellement transposable a la pratique quotidienne des vétérinaires
praticiens en élevage bovin. L'utilisation d’'un biomarqueur direct des neutrophiles semble

I'approche la plus adaptée.

De nombreuses études ont analysé I'activité de la MPO contenue dans les neutrophiles afin
de déterminer leur nombre de facon indirecte lors d’inflammation neutrophilique. les
techniques ont évolué et des protocoles sensibles et répétables ont été proposés. Grace a une
test ELISA il est possible de relier I'activité peroxydasique a l'infiltration neutrophilique, méme

lorsque celui-ci est en faible quantité.

Il serait donc intéressant de mettre en ceuvre des expériences afin d’étendre le protocole
proposé a la mesure de I'activité de la MPO bovine dans le but de proposer un test diagnostic
précoce et non invasif utilisable pour trois maladies caractérisées par une infiltration

neutrophilique des tissus.
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DUPONT Christophe

TITRE : Les granulocytes neutrophiles : morphologie, fonctions et méthodes de quantification dans I’espéce
bovine.

Résumé :

Les neutrophiles sont les plus grands effecteurs de I'immunité innée. lls illustrent la premiére ligne de défense
contre les infections bactériennes, virales ou fongiques. La réponse inflammatoire médiée par les neutrophiles
est complexe et se déroule en plusieurs étapes. La myélopéroxydase (MPO) est une protéine hémique présente
uniquement dans les neutrophiles, notamment chez les bovins. Parmi les différentes méthodes de
guantification des neutrophiles analysés une méthode proposée récemment amene des opportunités de
développement d’un test rapide de quantification des neutrophiles au travers d’un dosage de I'activité de la
MPO dans des tissus grace a un marquage par ELISA. Chez les bovins un biomarqueur serait utile dans trois
pathologies spécifiques rencontrées en élevage bovin et a fort impact économique. En effet le développement
d’un test rapide de I'inflammation respiratoire, mammaire ainsi qu’utérine serait largement bénéfique a la
pratique vétérinaire rurale.

Mots clés : neutrophiles, inflammation, myélopéroxydase, ELISA, bovin, quantification

Abstract:

Neutrophils are the main effectors of innate immunity. They illustrate the first line of defense against infection
of bacteria, viruses or fungi. The inflammatory response mediated by neutrophils is complex and happens in
several steps. The myeloperoxidase is a heme protein found only in neutrophils, included in the bovine specie.
Among different quantification methods of neutrophils in tissues a new method has been proposed. It is an
opportunity of development of a quick test for neutrophils quantification based on MPO activity in tissue
samples with an ELISA test. In cows an useful biomarker of respiratory, mammal or uterine disease could be
helpful considering the economic impact for farmers of those diseases. Such test could be very advantageous in
veterinarian practice.

Keywords: neutrophils, inflammation, myeloperoxidase, ELISA, bovine, quantification
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