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fl: facteur |

fMLP: formylated peptide receptor

FSC: Forward Scatter

GAPDH: D-glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
GPCR: G-protein couple receptor

GSDMD: Gasdermine-D

GST: glutathion-S-transférase

HBSS: Hanks' Balanced Salt Solution
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HIgCB : y-hémolysine CB

hPMNs : polynucléaires neutrophils humains
IP : iodure de propidium

IPTG : Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranoside
Kq : constantes de dissociation

LAD : déficience d’adhésion leucocytaire

LPS : lipopolysaccharide

LPV ou PVL : Leucocidine de Panton et Valentine

LTH : Leukotoxic Hypercitrullination
LukF-PV : composant F de la LPV
LukS-PV : composant S de la LPV

MAPK: mitogen-activated protein kinase

MET: Monocytes/Macrophages extracellular Traps

MitoSOX: Mitochondrial Superoxide Indicator

MLSg: Macrolide-lincosamide-streptogramine B

MPO : myélopéroxydase

MSCRAMM : microbial surface components recognition adhesive matrix molecules

MSL : Milieu de séparation des lymphocytes

mtDROs : dérivés réactifs de I'oxygéne d’origine mitochondriale

NETose : Neutrophil Extracellular Traps

NETs : filets de chromatine relargués lors de la NETose
NOX, NOX2 ou NADPH oxydase : Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate

(NADPH) Oxidase

ORF: open-readign frame

PADA4: peptidyl-arginine désaminase 4

PAM : peptide antimicrobien

PAMP : pathogen-associated molecular pattern
PFA : Paraformaldéhyde

PFT ou TFP : toxine formant des pores

PIA: polysaccharide intercellular adhesin

PKC: protéine kinase C

PMA : phorbol myristate acétate

PMT : photomultiplicateurs

PR : Polyarthrite rhumatoide

PRR : pattern recognition receptors

PSM : phenol-soluble modulins

PVL* ou LPV* : souches sécrétant la LPV

RIPA : Radioimmunoprecipitation assay buffer



RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium

S. aureus ou SA : Staphylococcus aureus

SAK : staphylokinase

SARM ou MRSA : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
SARV ou VRSA : Staphylococcus aureus résistant a la vancomycine
Sbi : Staphylococcal immunoglobulin-binding protein

SCCs : cassette chromosomique staphylococcique ou Staphylococcal cassette
chromosomes

SCIN : Staphylococcal component inhibitor

Sl : séquences d’insertion

SK3: small conductance calcium-activated potassium channel 3
SLE : Lupus érythémateux

SOD : superoxyde dismutase

SpA: staphylococcal protein A

SSC: Side Scatter

SSL: staphylococcal superantigen-like

SSSS: staphylococcal scalded skin syndrome

SVF : sérum de veeu feetal

TA : température ambiante

TRIS : tris(hydroxyméthyl)aminométhane

TSST-1 : toxic shock syndrome toxin-1

XO : Xanthine Oxydase



1 INTRODUCTION

« Ou finit le télescope, le microscope commence. Lequel des deux a la vue la plus grande ?

Choisissez. Une moisissure est une pléiade de fleurs ; une nébuleuse est une fourmiliere

d’étoiles. »

(Victor Hugo, « Les Misérables »)



1.1 Staphylococcus aureus

1.1.1 « Carte d’identité » de la bactérie

“the masses looked like bunches of grapes.”

(Alexander Ogston. 1880)
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Figure 1 - Staphylococcus aureus observeé apreés coloration de Gram.

Obijectif x100 (grossissement final x1000). Institut de Bactériologie de Strasbourg, avril 2019.

Staphylococcus aureus, 1’un des micro-organismes pathogenes parmi les plus connus, méme par
les non-spécialistes, est une bactérie faisant partie de la famille des Micrococcaceae.

Historiquement, trois personnalités orbitent autour du nom « Staphylococcus aureus » : Louis
Pasteur, Alexander Ogston et Anton Julius Friedrich Rosenbach. En effet, Staphylococcus
aureus, également appelé Staphylocoque doré, a été décrit pour la premiére fois a la fin du XI1X
siecle, presque au méme moment par le francais Louis Pasteur et par le chirurgien écossais
Alexander Ogston. Plus précisément, Pasteur, considéré comme le pere de la microbiologie, isola
Staphylococcus aureus a partir d’un pus de furoncle en la présence d’Emile Roux et
Chamberland, alors que Ogston décrivit cette bactérie organisée en amas de forme de grappe de

raisin, suite a des observations sur les abces humains aussi aigus et chroniques (Newsom 2008).
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Ogston nomma pour la premiére fois la bactérie « Staphylococcus aureus » en raison de sa forme
particulicre et de sa pigmentation. Ensuite, I’allemand Rosenbach démontra que les staphylococci
sont différenciés sur la base de leur pigmentation, en distinguant ainsi Staphylococcus aureus,
qui présentait une coloration jaune dorée (du latin « aureus », doré) de Staphylococus albus (du
latin « albus », blanc, aujourd’hui renommé Staphylococcus epidermidis) qui montrait plutot une
coloration blanche en culture. Ce fut ce méme microbiologiste qui cultiva les cocci dans de tres
différentes conditions de culture dans le but d’en définir les conditions pathologiques chez les
humains. Ses recherches confirmerent d’ailleurs les hypothéses de Pasteur concernant
I’implication de S. aureus dans 1’ostéomyélite aigué.

Au fil du temps, les chercheurs ont pu tracer un véritable « portrait-robot » de Staphylococcus
aureus qui s’appuie sur certaines de ses caractéristiques biologiques et morphologiques. En effet,
a une analyse microscopique cette bactérie, positive a la coloration de Gram, se présente sous
forme de coques a diamétre variable entre 0,5 et 1,5um, organisés en amas ou isolés (Figure 1).
Le fameux pigment caroténoide doré qui a valu a la bactérie son nom d’espéce « aureus » est
visible quand elle est retrouvée en forme de colonies poussant dans un milieu solide contenant
du mannitol. D’autre part, elle produit une coagulase et une DNAse, deux enzymes qui sont a la
base des principaux tests cliniques qui en confirment 1’identification (Kent et al., 2009), outre
gu’elle peut utiliser le mannitol en fermentation comme seule source de carbone (Lowy 1998).
N’ayant pas besoin d’un milieu de culture particuliecrement riche pour é&tre cultivé,
Staphylococcus aureus montre des caractéristiques de bactérie mésophile, neutrophile et
halophile, poussant de préférence a 37°C, a pH neutre (pH=7) et en présence d’une concentration
en NaCl qui peut dépasser le 5% (Lowy 1998). De plus, en étant anaérobie facultative, la bactérie
bénéficie de cette caractéristique notamment une fois I’infection installée dans les tissus plus
profonds de I’héte.

D’un point de vue génétique, la bactérie présente un chromosome unique et circulaire (2.7-2.8
mbp), mais elle dispose également d’un assortiment d’éléments génétiques accessoires, tels que
des plasmides (aussi bien conjugatifs que non conjugatifs), des transposons, des prophages et
d’autres éléments génétiques variables (Mtynarczyk et al. 1998). Cet aspect génétique est a la
qui sont responsables des résistances aux antibiotiques que Staphylococcus aureus a développé,
se localisent aussi bien sur le chromosome que dans les éléments génétiques mobiles. Par
conséquent, ceci peut entrainer un passage de virulence non seulement d’une souche a I’autre,
mais aussi interspécifique (Jensen and Lyon 2009). Environ 20% de ce génome est variable d’une

souche a ’autre.



Ce « passage », ou transfert d’¢éléments génétiques pathogenes, rend la bactérie encore plus
dangereuse et I’¢tude de ses facteurs de virulence est vraisemblablement un sujet capital dans la

lutte contre les infections bactériennes.

1.1.2 Pourquoi s’intéresser de S. aureus ? Les pathologies associées

« Bertrand avec Raton, I'un singe, I'autre chat, Commensaux d*un logis, avaient un commun
maitre. » (La Fontaine, ib. IX, 17.)

La peau humaine est siege de colonisations bactériennes a partir de la naissance. En effet, les
souches qui résident sur notre épiderme en absence de pathologies font partie de ce qu’on appelle
le «microbiote cutané», c’est-a-dire la flore commensale constituée de différents
microorganismes, dont des bactéries généralement inoffensives qui appartiennent au groupe des
saprophytes (et méme symbiotes) ou opportunistes. Le microbiote pourrait étre décrit comme
une espéce d’« empreinte digitale a micro-organismes », du fait de sa permanence et de son
unicité. Cependant, cette flore commensale peut étre également constituee de souches
pathogénes. Il n’est donc pas surprenant que les staphylocoques soient présents en tant que
commensaux naturels chez les humains. En effet, la majorité des bactéries faisant partie de la
flore commensale de la peau sont a Gram (+). Ainsi, les staphylocoques retrouvés le plus souvent
appartiennent principalement aux especes S. epidermidis et S. hominis (Otto et al., 2008), mais
également S. aureus (Iwatsuki et al. 2006). En effet, le portage asymptomatique permanent ou
transitoire de S. aureus chez I’homme sain s’¢éléve a 30%, privilégiant les zones humides du corps
telles que les aisselles, le périnée, les narines, ’intérieur des poignets et les mains, ainsi que la
base du cou.

Cependant, cette bactérie peut devenir trés pathogene et entrainer tous types d’infections chez
les humains. Le «pacte de commensalité » est rompu généralement dans deux
situations principales. La premiére peut se produire suite a un affaiblissement de I’immunité de
I’hoéte, ce qui comprend non seulement I’immunodépression due a des maladies chroniques, mais
aussi a tout état lié a une condition d’immunité réduite ; en particulier, la bactérie peut profiter
d’un état physique et immunologique débilité en raison d’une opération chirurgicale ou d’une
maladie préexistante ou encore en lien avec le facteur d’age de 1’hote, en faisant des personnes
agées et des enfants une cible de prédilection. La deuxiéme situation concerne généralement le
franchissement de la barriere épithéliale. Cette derniére peut se produire a cause de brulures, de
coupures, de perforations, de plaies et d'éraflures ou par le biais d’un matériel d’implantation

chirurgicale, notamment les cathéters qui constituent également un support d’adhésion optimale
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pour la formation de biofilm. Il est donc évident qu’un acte chirurgical peut favoriser la
colonisation bactérienne des tissus internes, qui, combiné a I’immunodépression typiquement
dérivée d’une opération, fait de 1’hdpital, I’un des milieux ou les infections a Staphylococcus
aureus se manifestent le plus souvent et avec une virulence accrue. Par conséquent,
I’identification de Staphylococcus aureus est trés souvent une source d’inquiétude, notamment
en milieu hospitalier. En effet, Staphylococcus aureus est une des especes principalement isolées
comme cause d’infections nosocomiales, ¢’est-a-dire contractées dans les 48 heures suivant
I’hospitalisation. Elle est redoutée plus particuliérement a cause de 1’existence de nombreuses
souches résistantes, ou multi-résistantes, aux antibiotiques, comme dans le cas des souches
résistantes a la méticilline (SARM), combiné a la production de nombreux facteurs pro-
inflammatoires. Il est donc évident que cette bactérie représente un probleme de santé publique
a ne pas négliger.

Concernant les pathologies associées a la présence de la bacterie, on pourrait les décrire en
suivant une logique de localisation et en partant des tissus les plus superficiels de 1’homme,

jusqu’a arriver aux tissus profonds.

1.1.21 PEAU ET TISSUS MOUS

Des lésions au niveau de la toute premiére barriére naturelle qui nous protége de I’environnement,
la peau, sont a la base des affections, le plus souvent bénignes, provoqueées par Staphylococcus
aureus. En effet, a ce niveau, il y a une manifestation de type nécrotique associée a la présence
d’un exsudat composé en particulier de neutrophiles et de cellules mortes qui contribuent a la
formation du pus, ce que I’on appelle infections suppuratives et qui peuvent intéresser toutes
les couches de la peau : 1’épiderme, le derme, mais aussi les follicules pileux et les glandes
sudoripares, ainsi que les vaisseaux sanguins en proximité. Dépendamment de la zone épithéliale
intéressée par I’infection, on peut distinguer différentes pathologies. En effet, parmi les infections
plus communes au niveau superficiel se localisant principalement aux membres et au niveau du
visage, on retrouve I’impétigo, affectant plus fréquemment 1’enfant (Bangert et al. 2012). Cette
infection est caractérisée par la présence de vésicules ou de cloques fragiles d’un diameétre
d’environ un centimetre, qui, cependant peuvent évoluer en lésions plus étendues ou méme
ulcératives. Dans ce dernier cas de figure, on parlera alors d’ecthyma, une forme plus importante
d’impétigo, caractérisée par la présence de plaies ouvertes. D’autres infections cutanées,
normalement aux pronostiques bénins, telles que des folliculites et des furoncles, intéressent la

zone du follicule pilo-sébacé avec des manifestations cliniques présentant des abcés avec une
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inflammation du follicule et la production de pus, ou encore caractérisés par une necrose des
tissus environnants. Le regroupement de plusieurs furoncles est dit anthrax staphylococcique,
a ne pas confondre avec la pathologie homonyme « Anthrax », en langue anglaise, traduite par
« maladie du charbon » en francais et due a un autre type de pathogene, Bacillus anthracis.
D’autre part, localisé a la proximité de 1’ongle du doigt ou de I’orteil, Staphylococcus aureus est
souvent responsable de panaris, un type d’infection superficielle non grave qui peut soit
régresser spontanément, soit nécessiter un traitement antibiotique, afin d’éviter la dissémination
de la bactérie au niveau de la gaine nerveuse des nerfs voisins ou des tissus plus profonds, comme
les muscles et les os avoisinants.

Concernant les infections profondes non localisées, on retrouve des cellulites infectieuses,
causées par la bactérie, se développant a la couche la plus profonde de la peau. Cette infection
comporte la présence d’un érythéme souvent associ€é a une augmentation locale de la
température, dite hyperthermie, et caractérisée par une douleur aigué et un gonflement des tissus
locaux. Il s’agit d’une maladie contagieuse qui, en absence de traitement, peut permettre a S.
aureus de se disséminer et de joindre notamment la circulation sanguine, provoquant ainsi une
septicémie.

Au niveau des muqueuses, S. aureus peut étre responsable de sinusites ou d’otites.

Plus rarement, la bactérie est impliquée dans des pathologies de la peau extrémement graves
comme la fasciite nécrosante (Cheng et al. 2011), intéressant les tissus mous de la peau et
caractérisee par une nécrose étendue des tissus sous-cutanés et des membranes fibro-élastiques,
dites fascia. D’autre part, les muscles, notamment du tronc et des membres, peuvent étre
également touchés par des infections a S. aureus, comme dans le cas des pyomyosites, des
infections aigués des muscles squelettiques, souvent associees a des furoncles non traités ou des
abcés a Iintérieur des tissus intéressés (Chiedozi 1979).

De facon générale, on retrouve des caractéristiques communes a toutes ces infections : la
présence des signes d’inflammation et de nécrose et des traitements destinés majoritairement aux
cas plus graves, par la prescription d’antibiotiques ou par des interventions chirurgicales. Malgré
le pronostic généralement peu engagé, ces manifestations cutanées sont souvent associées a des
formes d’immunodépression et restent dans tous les cas a ne pas sous-estimer, afin d’éviter que

Staphylococcus aureus diffuse aux niveaux plus profonds de I’organisme.



1.1.2.2 SYSTEME CARDIO-VASCULAIRE

Etant une bactérie qui peut, en principe, atteindre tous les organes, une fois franchie la barriére
épithéliale, ce pathogene peut se retrouver dans la circulation sanguine et causer une infection a
ce niveau, alias une septicémie. Notamment, une fois ayant eu accés au systeme circulatoire, la
seule présence bactérienne a ce niveau est désignée « bactériémie », une condition pouvant
déclencher une inflammation généralisée, le sepsis. Ce qui différencie la présence, souvent
transitoire, des bactéries dans le sang (bactériémie), d’une infection se développant a ce niveau
(septicémie), réside d’une part en la capacité du systtme immunitaire de répondre en ¢liminant
le pathogéne, sans de ce fait provoquer des symptomes majeurs, et d’autre part en la présence de
matériel étranger, comme par exemple une prothése ou un implant dans 1’organisme, qui pourrait
servir d’ancrage pour une colonisation bactérienne.

Curiosité : une victime célébre de Staphylococcus aureus a probablement été le peintre
Michelangelo Merisi da Caravaggio, ou « le Caravage », dont les analyses sur les restes au niveau
des dents ont indiqué un sepsis causé par Staphylococcus aureus comme cause principale de la
mort (Drancourt et al. 2018).

Une complication des bactériémies a S. aureus est I’atteinte d’organes profonds: cceur,
endocarde, parmi d’autres. Cette infection, connue sous le nom d’endocardite, est souvent
localisée aux valves cardiaques et majoritairement présente chez des patients ayant subi la pose
d’une prothése valvulaire ou d’un cathéter ou encore chez les consommateurs de drogues illicites
injectables. S. aureus a été identifié en tant que principal responsable d’une telle infection au
niveau cardiaque, qui peut avoir, a son tour, des complications encore plus graves, allant
d’embolies pulmonaires, a la dégradation des valves cardiaques elle mémes (Nadji et al. 2005).
Les souches SARM sont responsables d’environ 40% des cas d’endocardites aussi bien aux Etats-
Unis qu’au Brésil (Fowler et al. 2005). En plus, une endocardite produite par les souches SARM
ont plus de probabilité de présenter une comorbidité et une bactériémie plus persistante chez les
patients atteints, qui souvent développent I’infection a I’hépital (Levine et al. 1991).
L’endocardite a S. aureus est I’'une des infections a plus haute mortalité provoquée par ce

pathogene (Wallace et al. 2002), s’élevant de 30% a 60% (Fowler et al. 2005).



1.1.2.3 AUTRES ORGANES

Une fois D'infection installée au niveau d’un tissu profond, une dissémination de type
métastatique peut s’accomplir, intéressant ainsi, par voie systémique, quasiment tous les organes
du corps humain.
En particulier, en tant que site secondaire d’infection, les atteintes au niveau des poumons sont
fréquemment causées par S. aureus notamment en milieu hospitalier, mais également
développées dans le milieu communautaire, quoique plus rarement (Johnson 1944). Pourtant, les
pneumopathies communautaires sont de plus en plus redoutées a cause d’une diffusion de la
résistance aux antibiotiques présente chez SA, comme dans le cas des souches résistantes a la
méticilline, en particulier aux Etats-Unis (Defres et al. 2009). En général, la bactérie peut
provoquer des pneumopathies chez des individus fragilisés par une maladie chronique
préexistante, comme la mucoviscidose, ou une atteinte transitoire du systéme immunitaire,
comme il peut aussi se developper durant une simple grippe. La présence de la bactérie a ce
niveau de I’organisme humain peut rester asymptomatique ou bien étre la source d’infections
invasives fulminantes, dépendamment de I’état immunitaire de 1’hote. L’inflammation se
manifeste au niveau des bronches ou une bronchopneumonie aigué est souvent révélée, pouvant
évoluer en une pneumonie nécrosante qui, comme la pneumonie communautaire a SA, touche de
préférence les patients plus jeunes (Gillet et al. 2002). La pneumonie nécrosante présente un
tableau clinique particulier, puisque la fievre élevée est accompagnée par une toux avec
expectorations sanglantes purulentes dite hémoptysie, et caractérisée par la présence d’une
leucopénie, d’infiltrats au niveau des alvéoles multi-lobaires, des frissons, et une dyspnée a
progression tres rapide. La forme nécrosante de la pneumonie a SA est souvent associée a la
présence d’un facteur de virulence bien précis, une toxine appelée Leucocidine de Panton-
Valentine ou LPV (Diep et al. 2013), qui fera I’objet d’un chapitre a part de cette thése. Ainsi, le
pronostic lié a cette pathologie est trés mauvais, avec une mortalité de I’ordre de 75% et ayant
une médiane de survie de 4,3 jours (Descloux et al. 2007).
Au niveau de 1’o0s, cette bactérie peut développer une infection appelée ostéomyélite. En effet,
75% des ostéomyélites sont causées par des staphylocoques a Gram (+) (Walter et al. 2012).
L’ostéomy¢élite est une infection de 1’0os ou bien de la moelle osseuse ou articulaire de type
progressif. Souvent retrouvé chez les patients atteints de cette pathologie, SA est 'un des
microorganismes le plus souvent responsable d’infections de 1’os (Hatzenbuehler and Pulling
2011). L’origine de I’infection peut étre de type hématogene, dérivant donc de la présence de la
bactérie dans le sang, ou bien, elle est causée par un acte chirurgical (Oryan et al. 2014). En
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général, ce type d’infection peut étre donc primaire ou dérivé d’une infection au niveau d’un des
tissus mous environnant 1’0s.

Une fois que la bactérie se retrouve en contact avec 1’os, elle peut s’avantager de ses protéines
de surface pour s’ancrer a la paroi de 1’os et proliférer en formant un biofilm. La protéine de
surface appelée Protéine A est un facteur clé de 1’ancrage de Staphylococcus aureus au tissu
osseux (Claro et al. 2011). En effet, cette protéine peut également étre sécrétée pour se lier
directement aux ostéoblastes, les cellules participant a la formation du tissu osseux. Cela va
entrainer la mort des cellules de 1’héte avec une progression conséquente vers
I’ostéoclastogenése et une inhibition simultanée de 1’ostéogenése, ainsi que la libération de
cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-o (Mendoza Bertelli et al. 2016).

Avec un traitement efficace qui prévoit une antibiothérapie par voie intraveineuse instaurée dans
les phases plus précoces de I’infection et en sélectionnant des molécules a bonne pénétration dans
I’0s, I'évolution est souvent favorable. Cependant, avec 1’augmentation des résistances aux
antibiotiques, cette pathologie est devenue de plus en plus difficile a résoudre. En absence d’une
thérapie efficace, I'infection peut rapidement évoluer vers une forme chronique.

Staphylococcus aureus est également capable de passer la barriere hématoencephalique et causer
des manifestations neurologiques, telles que des méningites, des infections tres graves et souvent
mortelles, mais également assez rares (environ 9% des cas de méningites sont dues a SA (Jensen
et al. 1993)). Il s’agit en effet d’une inflammation du liquide céphalorachidien (LCR), de
I’arachnoide ou de la pie-mére, qui peut se présenter aussi bien au niveau cérébral qu’au niveau
spinal. Cette condition pathologique est souvent la conséquence d’une infection contractée a
I’hdpital, suite a une opération, chez des individus ayant un systéme immunitaire compromis, ou
encore suite au développement d’une endocardite a SA (Rgoder et al. 1997). La plupart des
méningites a S. aureus sont associées a des souches SARM et elles sont souvent d’origine
nosocomiale, en conséquence d’un acte neurochirurgical, ayant un taux de mortalité trés élevé
(10-45%) (Pintado et al. 2019).

L’une des conséquences pathologiques parmi les plus redoutables dues a S. aureus est liée a la
production de ses facteurs de virulence, notamment de toxines. En effet, le syndrome du choc
toxique est I’'une des conséquences de 1’action d’une toxine staphylococcique appelée TSST-1.
Ce syndrome a intéressé le grand public étant lié, entre autres, a une contamination, et parfois a
une mauvaise utilisation, des tampons vaginaux. En effet, cette toxine produite par S. aureus a
été identifiée par les chercheurs déja dans les années 80, étant la cause du syndrome notamment
chez des femmes qui utilisaient des tampons hyperabsorbants, contaminés, pendant leur cycle

menstruel (Notes 1997). Egalement, d’autres portes d’entrée peuvent étre a la base d’une telle
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infection, comme par exemple des plaies chirurgicales ou a la suite de brulures. Le syndrome se
manifeste avec des symptdmes plutét communs et pseudo-grippaux : des fievres élevées (>39°C)
accompagnées d’une chute de tension, d’éruption cutanées, de malaises et un état confusionnel.
Ensuite d’autres symptdmes se manifestent, ce qui peut conduire au coma et a une atteinte de
plusieurs organes (défaillance multiviscérale). Un rash cutané est également présent en certains
cas au niveau des yeux, de la bouche, des paumes des mains ou des pieds (Gottlieb et al. 2018).
D’autres pathologies courantes liées a S. aureus sont les toxi-infections alimentaires, elles aussi
causées par la production d’une toxine dite entérotoxines qui ont pour cibles principales les

entérocytes, provoquant par conséquent des atteintes au niveau intestinal.

1.1.3 Traitements existants

« The greatest possibility of evil in self-medication [with penicillin] is the use of too-small
doses, so that, instead of clearing up the infection, the microbes are educated to resist penicillin
and a host of penicillin-fast organisms is bred out which can be passed on to other individuals
and perhaps from there to others until they reach someone who gets a septicemia or a
pneumonia which penicillin cannot save.

In such a case the thoughtless person playing with penicillin treatment is morally responsible
for the death of the man who finally succumbs to infection with the penicillin-resistant
organism. | hope this evil can be averted. »

Sir Alexander Fleming.

In 'Penicillin’s Finder Assays Its Future: Sir Alexander Fleming Says Improved Dosage
Method is Needed to Extend Use', New York Times (26 June 1945).

Un défi majeur dans la lutte contre les infections a Staphylococcus aureus est représenté par la
capacité de la bactérie de s’adapter rapidement aux traitements antibiotiques courants.

Historiquement, a partir des années 40, le traitement de prédilection pour un grand nombre
d’infections bactériennes était constitué par 1’antibiothérapie a base de pénicilline, une molécule
notamment efficace contre les bactéries & Gram (+). En revanche, I’utilisation répétée et
incontrolée des pénicillines a sélectionne le développement des souches résistantes. L’emploi
d’une nouvelle B-lactamine d’origine semi synthétique avec un plus large spectre d’action, la
méticilline, est alors devenue une thérapie plus efficace. Introduite pour la premiére fois en 1951

au Royaume-Uni, cette molécule a représenté et représente encore aujourd’hui I’antibiotique de
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premier choix pour contrecarrer la résistance aux antibiotiques constituée par la production de
I’enzyme B-lactamase, blaz, exprimée chez S. aureus (Knox 1960).

Cependant, a peine deux ans apres le développement de cet antibiotique, des souches de
Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline, dites SARM ou MRSA, pour « Methicillin
resistant Staphylococcus aureus », étaient identifiées notamment en milieu hospitalier (Moran et
al. 2006). Initialement présente dans un trés faible pourcentage de souches, la résistance a la
méticilline est devenue de plus en plus fréquente, spécialement aux Etats-Unis, représentant une
grave cause d’infections nosocomiales (David et al. 2012).

La nécessité de développer un éniéeme composé antibiotique efficace contre la bactérie a alors
conduit a I’introduction de la vancomycine, un antibiotique de la famille des glycopeptides qui
représente encore aujourd’hui le traitement de recours/second choix.

Encore une fois une telle pression en antibiothérapie a sélectionné de nouvelles formes de
résistance aux antibiotiques, en particulier envers la vancomycine, ou I’on parle alors de souches
SARYV (ou VRSA) isolees la premiére fois au Japon en 1996 (Hiramatsu et al. 1997) (Figure 2).
Il est de moins en moins rare désormais que le traitement d’une infection séveére a S. aureus
nécessite une combinaison de molécules. Aussi efficaces qu’ils soient, ces traitements n’excluent
pas I’émergence des souches multirésistantes. Depuis 1999, plusieurs nouveaux antibiotiques
ont été approuvés et commercialisés pour contourner le probleme des SARM : le linezolide, le
tedizolide, la daptomycine, la tigecycline, le ceftobiprole, le ceftaroline, la telavancine, la
dalbavancine et I’oritavancine (Kallberg et al. 2018). Néanmoins, des souches de S. aureus
résistantes a chacune de ces molécules ont été isolées des les années suivantes (Lehman et al.
2019).
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Résistances aux antibiotiques et épidemies a S. aureus

Pénicilline, 1941

-

Vancomycine, 1958
Méticilline, 1959

)

MRSA VRSA
PRSA (S.aureus (S.aureus
(S.aureus résistanta la VISA résistanta la
résistanta la méticilline) (S.aureus a | vancomycine)
pénicilline) D'f;';s:m:‘ sensibilité
mondiale de AR
PRSA 1° épidemie de MRSA 31':::‘:;;5
pandemique MRSA
aux Etats-Unis 1
CA-MRSA
(S.aureus
résistanta la
méticilline
acquis dans la
communauté)

Figure 2- Ligne du temps représentant I'apparition des thérapies antibiotiques et ’émergence des résistances
aux antibiotiques chez S. aureus. Adapté de (McGuinness et al. 2017)

A coté des difficultés liées aux résistances, la nature des molécules & pouvoir bactéricide est
¢galement un facteur défavorisant I’efficacité thérapeutique. En effet, les antibiotiques peuvent
présenter une action limitée a cause de leurs caractéristiques en termes de solubilité,
biodisponibilité ou toxicité. Un exemple est la toxicité rénale qui caractérise les aminoglycosides,
ou I’association entre glycopeptides et lipoglycopeptides (Kallberg et al. 2018). D’ailleurs,
I’efficacité antibiotique est souvent réduite si la bactérie est organisée en biofilm (Molina-Manso
et al. 2013).

Toutefois, alors que les traitements conventionnels se basent sur les combinaisons de molécules,
sur la durée et la dose d’antibiotique, et donc toujours par moyen d’une approche
d’antibiothérapie, des nouveaux outils biologiques sont en cours de développement.

Une des nouvelles stratégies thérapeutiques vise a améliorer 1’efficacité des molécules existantes,
en renforcant la « drug delivery », en rendant la délivrance du médicament plus efficace, par
exemple a travers un couplage des molécules antibiotiques a un systéme dit « carrier », ou
transporteur. On parle alors de « nanoantibiotics ». En régle générale, ce « carrier » est constitué

d’une nanoparticule qui peut étre soit décorée extérieurement par les molécules antibiotiques,
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soit les enrober en les encapsulant a I’intérieur. La nature de ces nanoparticules peut étre tres
différente en fonction de I’utilisation. Les compos€s principaux peuvent aller de matériaux
synthétiques comme des silicates ou des réseaux de carbone, & des bicouches lipidiques
autoassemblantes dites liposomes, ou encore en se basant sur des motifs dendritiques ou
polymériques, jusqu’a la synthése de nanoparticules constituées uniquement par des métaux, tels
que I’or ou I’argent (Labruere et al. 2019). Cette technologie a le principal avantage de concentrer
I’efficacité des antibiotiques au sein du site infectieux, ou encore de rallonger les temps
d’administration du médicament a travers une décharge progressive des nanoparticules, ce qui
permettrait d’ajuster les posologies actuelles et de délivrer des doses inférieures de molécules.
Cela non seulement réduirait le développement des résistances aux antibiotiques, mais
permettrait également 1’utilisation de composés normalement peu efficaces ou présentant des
effets indésirables a posologie normale.

La recherche biomédicale actuelle est focalisée non seulement sur la synthése des nouvelles
molécules antibiotiques efficaces, mais également sur I’un des « ennemis naturels » des bacteéries,
y compris de Staphylococcus aureus: les bactériophages. 11 s’agit de virus qui ciblent
uniquement les bactéries avec une spécificité trés intéressante, et actuellement a 1’étude pour
développer des futures stratégies antibactériennes, prenant le nom de « phagothérapie ». Cet outil
biologique, qui avait déja retenu I’attention des chercheurs au début du XXeme siecle et avant la
découverte des antibiotiques, est maintenant en phase clinique 1, ayant réussi avec succes les
phases pré-cliniques (Lehman et al. 2019). Ce qui est intriguant, mais tout aussi limitant,
concernant cette technologie est notamment sa spécificité d’action.

Un bactériophage étant un virus techniquement incapable d’infecter les cellules humaines des
mammiferes, peut devenir une arme tres puissante dans la lutte contre les résistances aux
antibiotiques. Ayant normalement des cibles bactériennes précises, la phagothérapie est en train
de se développer autour de certains « gold standards », en sélectionnant les phages les plus
spécifiques a Staphylococcus aureus tout en restant les plus inertes envers les hotes humains.
Cependant, il est encore difficile de trouver une thérapie phagique qui puisse cibler toutes les
souches de I’espece S. aureus.

Un autre « ennemi naturel » des bactéries est représenté par notre systeme immunitaire. En effet,
les efforts déployés afin de développer un vaccin efficace, ont été d’importance majeure pendant
les dernieres décennies et ils ont représenté une solution efficace contre la mortalité due a d’autres
bactéries, telles que Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae et Neisseria
meningiditis (Payne et al. 2013; Snaebjarnardottir et al. 2013). Malheureusement, la méme

efficacité n’a pas pu étre obtenue lors d’une infection a S. aureus en phase d’essai clinique en
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raison de deux facteurs principaux : premiérement S. aureus est une bactérie qui fait partie de la
flore commensale chez I’humain, par conséquent le systéme immunitaire peut facilement étre
détourné par une bactérie capable d’évoluer parallelement a son hote et a son immunité. En plus,
un vaccin est congu en se basant sur la spécificité et la reconnaissance entre anticorps et antigene.
Or, Staphylococcus aureus présente une variabilité accrue concernant ses protéines de surface,
qui ont été la cible des vaccins en développement pendant les années passées, en plus d’un arsenal
de facteurs de virulence trés riche et avec une activité redondante (Dreisbach et al. 2011,
Golubchik et al. 2013). Plus récemment, les approches pour le développement d’un vaccin
efficace ont changé, ne ciblant plus un composé isolé présent a la surface cellulaire de S. aureus,
telles que la capsule polysaccharidique ou encore une protéine associée a la paroi de la cellule
bactérienne, mais plutét une combinaison de plusieurs antigénes, adoptant une démarche
polyvalente. En effet, une approche « multi-antigen » ciblant aussi bien des composés presents a
la surface de la cellule bactérienne que certains facteurs de virulence de S. aureus, a été
envisagée. Les cibles idéales de ces vaccins polyvalents devraient empécher 1’adhérence
bactérienne et neutraliser les facteurs de virulence, telles que les exoprotéines toxiques, tout en
facilitant I’activité de phagocytose de I’'immunité innée.

Des exemples de cette nouvelle stratégie sont actuellement en phase pré-clinique ou clinique
ayant une spécificité envers les polysaccarides de la capsule bactérienne et des antigénes comme
’alpha-toxine et la LPV (Hua et al. 2015). Notamment, 1’alpha-toxine est exprimée par la quasi-
totalité des souches de Staphylococcus aureus, se révélant donc une cible intéressante, étant
¢galement un des facteurs de virulence majeurs dans des mod¢les d’infection chez 1’animal
(Dinges et al. 2000). Concernant la LPV, le sujet de cette these, et produite principalement par
des souches SARM (Boyle-Vavra and Daum 2007), son réle dans la pathogénese reste a clarifier.
Une approche polyvalente et « multi-antigen » pour le développement d’un vaccin qui neutralise
¢galement ’activité des toxines bactériennes, représente néanmoins une stratégie prometteuse
(Ohlsen and Lorenz 2010). Toutefois, comme il s’agit d’une bactérie commensale, on peut
s’interroger sur les champs d’application de tels vaccins.

De toute facon, ce dernier point accentue également I’importance de certains facteurs de
virulence dans les infections a S. aureus. Ainsi, un effort majeur doit étre fait dans le but de
comprendre le mode d’action des leucotoxines et d’intégrer ainsi les connaissances concernant
un facteur de virulence qui bouleverse et empéche une réponse immunitaire normale et qui, lysant

les leucocytes, retarderait ou préviendrait I’action d’un vaccin anti-staphylococcique.
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1.1.4 Avoir un probleme pour chaque solution : les facteurs de virulence de

S. aureus ciblent chaque niveau de I'immunité humaine

“Messieurs, ce sont les microbes qui auront le dernier mot.” (Gentlemen, it is the microbes

who will have the last word.)” — Louis Pasteur

Une des caractéristiques principales de Staphylococcus aureus est sans aucun doute le nombre
impressionnant et la variété de ses facteurs de virulence. En effet, cette bactérie a pu s’avantager
de sa nature de bactérie commensale humaine et évoluer parallelement au systéme immunitaire
de son héte pour en contourner les réponses bactéricides.

L’expression des facteurs de virulence chez cette bactérie est régulée de maniére tres fine. En
effet, en dehors de son génome constitué d’un seul chromosome circulaire d’environ 2800 kb
(Lowy 1998), S. aureus posséde des elements génetiques mobiles qui lui assurent la survie en
conditions défavorables, comme par exemple en présence d’antibiotiques tels que la méticilline
ou la vancomycine. Ainsi, on peut distinguer plusieurs élements génétiques mobiles qui

participent a la résistance, mais aussi a la virulence de la bactérie.

1.1.4.1 Les éléments génétiques mobiles de S. aureus

En particulier, les plasmides, des molécules d’ADN autoréplicatives, peuvent étre présents en
une seule copie ou plusieurs copies a I’intérieur d’une méme cellule bactérienne. Ces plasmides
peuvent coder une variété de genes différents. On peut en distinguer trois typologies : les petits

plasmides multicopies, qui peuvent étre cryptiques ou coder un seul déterminant de la résistance ;

les grands plasmides d’environ 15 a 30 kb, présent en nombre limité de copies (de 4 a 6 par

cellule) et qui codent plusieurs déterminants de la résistance ; les plasmides conjugatifs codant

pour les multirésistances (Berg et al. 1998).

En effet, S. aureus est une bactérie avec une faible compétence naturelle, par conséquent sa
capacité d’absorption d’ADN exogeéne est tres limitée, alors qu’elle se sert principalement de la
transduction ou de la conjugaison pour le transfert intercellulaire des plasmides (Morikawa et al.
2003) (Figure 3). Une fois introduit dans la bactérie, le plasmide reste dans son état libre et
circulaire ou il s’intégre au chromosome bactérien. Ces plasmides sont principalement
responsables de la résistance acquise suite a I’introduction des antibiotiques. En effet, apres

I’introduction de la pénicilline, la résistance bactérienne chez S. aureus s’est manifestée via un
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plasmide présentant le géne blaZ, ainsi que les génes régulateurs blal et blaR (Hackbarth and
Chambers 1993). La résistance est donc due a la synthese de I’enzyme B-lactamase, capable
d’hydrolyser I’anneau B-lactame de la pénicilline.

Egalement, un plasmide est & la base de la résistance & la vancomycine, qui se manifeste par la
présence du gene vanA et qui a été probablement transféré aux souches SARM depuis des
souches d’enterococci résistants a la vancomycine (ERV) (Weigel et al. 2003; Ballard et al. 2005;
Zhu et al. 2008). D’autre part, la bactérie est capable de survivre dans des environnements trés

toxiques pour les cellules vivantes et contenant des éléments tels que le cadmium, le mercure et

I’arséniate, grace a des plasmides contenant les genes codant pour la résistance a ces composes
(Jensen and Lyon 2009).

A coté des résistances, ces éléments génétiques peuvent présenter les génes codant certaines
toxines, comme dans le cas de pRWO001, un grand plasmide de 37.5 kb qui code la toxine
exfoliante B ou ETB (Jackson and landolo 1986).

En plus des plasmides, on retrouve d’autres éléments génétiques mobiles acquis a partir d’un
bactériophage (Figure 4). En effet, ces virus bactériens représentent 1’apport majeur en termes
d’évolution et de diversité de S. aureus. En fonction du type de phage, I’ADN viral peut s’intégrer
au génome bactérien ou a un plasmide. L’introduction d’ADN peut avoir deux conséquences
distinctes concernant les facteurs de virulence : une conversion lysogénique positive cause
directement I’introduction et la production consécutive de facteurs de virulence d’origine virale,
alors qu’une conversion de type négatif, qui cause une insertion de matériel genétique au
chromosome bactérien, provoque I’inactivation des génes, comme dans le cas de la f-hémolysine
de S. aureus (Coleman et al. 1989; Goerke et al. 2009). Néanmoins, les phages chez S. aureus
sont responsables de 1’expression des geénes codant des protéines modulatrices inhibant le
systéeme du complément, dont la staphylokinase (Sak), I’Extracellular fibrinogen-binding protein
(Efb) (Coleman et al. 1989), le staphylococcal inhibitor of complement (SCIN), et la chemotaxis
inhibitory protein (CHIPS), parmi d’autres (Van Wamel et al. 2006). En plus, un bactériophage
est également a 1’origine de la diffusion d’une série de toxines dites entérotoxines, dont on parlera
dans le chapitre suivant, et de la Leucocidine de Panton-Valentine, la toxine sujet de ce travail
de thése.

Les phages peuvent d’ailleurs participer au transfert inter-bactérien (transduction) des résistances
aux antibiotigques, en interagissant avec les plasmides, ou encore avec un autre élément génétique
mobile de S. aureus, les Tlots de pathogeénicité.

Ces derniers éléments génétiques sont constitués de grandes régions d’ADN d’environ 14 a 17

kb formant des clusters de génes normalement intégrés au chromosome bactérien, ou bien
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retrouvés a I’intérieur d’un plasmide ou du génome d’un bactériophage (Hacker and Kaper 2000).
Dans le cas de S. aureus, tous ces éléments regroupent des génes trés conservés (Ubeda et al.
2003), qui codent des entérotoxines, 1’a-hémolysine, la Leucocidine ED (LUKED) et pour la
toxine du choc toxique, ou Toxic Shock Syndrome Toxin (TSST-1) (Yarwood et al. 2002).

Un autre type d’élément génétique important pour la virulence de S. aureus est la cassette
chromosomique staphylococcique ou Staphylococcal cassette chromosomes (SCCs). En
général, il s’agit de fragments d’ADN relativement grands qui s’insérent toujours au niveau du
géne orfX du chromosome de S. aureus. Cette insertion est d’intérét médical puisqu’elle est
responsable de la résistance a la méticilline, par 1’introduction du géne mecA. Par conséquent, les
souches SARM présentent toutes la cassette chromosomique staphylococcique mecA ou
SSCmecA qui confére une résistance a la méticilline et a tous les antibiotiques a noyau p-lactame
(la penicilline, entre autres) (Chambers and DeLeo 2009).

En plus des éléments génétiques mobiles décrits précédemment, d’autres encore ont été décrits
étant impliqués dans la pathogeénicité de la bactérie. En particulier les séquences d’insertion (SI)
(Figure 4) , des courtes séquences d’ADN d’environ 500 a 1500 pb qui représentent un autre
élément transposable, principalement impliqué dans la résistance a d’autres antibiotiques, a
savoir aux aminoglycosides et au triméthoprime (Rouch et al. 1987, 1989). Certaines S| peuvent
faire partie de sequences plus complexes appelées transposons (Figure 4) (Byrne et al. 1989)
qui peuvent étre soit de petite taille et présents en plusieurs copies, ou bien constitués de
séquences plus longues, mais présents en copie unique chez S. aureus. Ces éléments conférent
également la résistance a différents antibiotiques : les transposons de petite taille peuvent coder
la résistance a la spectinomycine, ou aux antibiotigues MLSg (Macrolide-lincosamide-
streptogramine B), alors que des transposons de plus de 18 kb sont responsables des résistances
a la vancomycine, aux aminoglycosides, au triméthoprime et a la tétracycline (Malachowa and
Deleo 2010).

En général, Staphylococcus aureus a pu obtenir ses nombreux facteurs de virulence grace a son
rapport tres étroit avec les hotes mammifeéres et la plupart de ces facteurs est exprimée sous le
contrble de systemes de régulation génétiques présents dans le chromosome de la bactérie

(Malachowa and Deleo 2010). Ils seront abordés dans le prochain chapitre.
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Figure 3- Transfert vertical et horizontal des génes de virulence. Adapté de (Malachowa and Deleo 2010).
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Figure 4- Acquisition des éléments génétiques mobiles de S. aureus.

1 Incorporation des plasmides ou d’une partie du matériel génétique du plasmide a I’ADN génomique de S. aureus.
2 Les plasmides peuvent rester a I’intérieur de la bactérie sous forme circulaire et indépendante.

3 Plasmide suicidaire.

4 Transfert d’un transposon ou d’une séquence d’insertion entre le plasmide et I’ADN génomique bactérien.

5 Transfert d’un transposon ou d’une séquence d’insertion entre le plasmide a I’intérieur de la cellule.

6 Transfert d’un transposon ou d’une séquence d’insertion de I’ADN génomique & un autre plasmide.

Adapté de (Malachowa and Deleo 2010)

1.1.4.2 Les systemes de régulation : la « tour de contrdle » de la virulence de S. aureus

Nous avons décrit jusqu’ici les caractéristiques génétiques qui sont a la base de la virulence de
Staphylococcus aureus. 11 s’agit donc d’une bactérie potentiellement « bien armée » et ayant
plusieurs cordes a son arc. Cette bactérie peut donc étre dotée d’un arsenal bactérien qui définit
les différences entre les souches et qui en détermine le caractere nocif a I’égard de 1’hdte humain.
Néanmoins, un slogan d’une publicité de pneus italiens énongait « la puissance n’est rien sans le
contréle ». Evidemment, S. aureus suit le méme bon principe. Effectivement, cette bactérie régle
I’expression de ses génes de virulence a travers deux systemes de régulation génique qui lui

assurent une production des facteurs de virulence dans les conditions optimales : les principaux
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sont le locus agr (Coulter et al. 1998) et le locus sarA (Chien et al. 1999), qui peuvent représenter
simultanément « le frein et I’accélérateur » de la bactérie.

En effet, a la fin des années 70, les chercheurs avaient déja remarqué que les protéines solubles
de S. aureus étaient produites et libérées dans milieu extracellulaire principalement une fois
terminée la phase exponentielle de croissance de la bactérie, suggérant de ce fait un systeme de
régulation unique et commun (Abbas Ali and Coleman 1977). Il s’agissait surtout d’un
phénoméne observable en situation de carence, donc présent également a de faibles
concentrations bactériennes, en fonction de I’environnement. Cette information a été confirmée
par la présence de mutants ayant plusieurs fonctions différentes (pléiotropique) et a la découverte
d’un systéme de régulation des facteurs de virulence appelé Systéeme de régulation globale Agr.
Peu de temps aprés, d’autres loci différents ont été identifiés participant a la régulation des
facteurs de virulences de S. aureus, dont le locus sarA et ses homologues.

Concernant le systeme Agr, ou Accessory gene regulator, sa régulation est déterminée par deux
composes. Brievement, ce systéme est composé par un domaine localise a la membrane
plasmique de la cellule bactérienne, AgrB et AgrC, dont AgrB, en complexe avec AgrD, est
responsable de la modification et de I’export extracellulaire du peptide AIP (agr-inducing
peptide). L’accumulation de AIP va activer et provoquer la phosphorylation de AgrC, qui, a son
tour, phosphoryle AgrA, une protéine localisée au niveau cytoplasmique. La phosphorylation de
cette derniere provoque I’induction de la transcription des promoteurs P2 et P3, lesquels
permettent la transcription de la molécule RNA 111. RNA 111 est le véritable effecteur qui contréle
positivement ou négativement la transcription des facteurs de virulence (Janzon and Arvidson
1990; Novick et al. 1993, 1995). En particulier, RNA III permet I’inhibition de I'expression des
protéines de surface (protéine A) et d’autres protéines d’adhésion, autres que de la coagulase, en
faveur d’une induction de transcription de facteurs de virulence tels que des toxines et des
enzymes. Parmi les toxines induites par le systeme Agr, on retrouve les entérotoxines B, C, D,
TSST-1, les exfoliatines A et B et les - et 8- hémolysines. D’ailleurs, c’est grace a ce systéme
de régulation que certaines leucotoxines sont exprimées par S. aureus, notamment 1’o-
hémolysine, mais aussi les deux toxines étudiées au cours de ce travail de thése, la y-hémolysine
et la LPV (Bronner et al. 2004; Cheung et al. 2004). Ce systeme est également appelé quorum
sensing, puisque la régulation qui en résulte est déterminée par la densité de cellules bactériennes
présentes dans l’environnement. En général, quand I’infection s’installe et la population
bactérienne présente est abondante, I’accumulation de la protéine AIP produite par S. aureus
dépasse une valeur seuil, ainsi permettant I’activation du systéme Agr et I’expression consécutive

et concertée des facteurs de virulence par toutes les bactéries de la population locale. Cela va
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généralement réprimer 1’expression des protéines d’adhérence, qui étaient inversement
nécessaires pendant la phase de croissance bactérienne, ¢’est-a-dire quand les bactéries présentes
n’étaient pas encore tres nombreuses.

A coté de ce premier systéme de régulation, il y a le systéme « accessoire », une famille de
protéines appelée Sar ou « Staphylococcus accessory regulator ». SarA est une petite protéine
basique de 14,7 kDa codée par le locus sarA, ayant une activité de régulation pléiotropique liée
a la formation de biofilm via I’induction de la synthése d’une adhésine appelée PIA
(polysaccharide intercellular adhesin) (Arya and Princy 2016). SarA se lie directement a I’ADN
bactérien sur des régions riches en AT des promoteurs des génes cibles et provoquant 1’altération
de P’expression de différents geénes de virulence de fagon positive, induisant des facteurs
d’adhésion et certaines toxines, ou négative, comme par exemple son action d’inhibition de la
protéine A et de I’expression de protéases (Cheung et al. 2004). D’ailleurs, sarA montre une
interaction avec le systéme Agr, en activant les promoteurs P2 et P3 et induisant ce systeme de
régulation genique (Arya and Princy 2013). Le systéeme de regulation sarA est régule par
plusieurs autres facteurs, comme le facteur vegétatif sigma A (cA), notamment pendant les étapes
précoces de la phase de croissance exponentielle de la population bactérienne (Arvidson and
Tegmark 2001).

D’autres systémes ont été décrits et sont impliqués dans la regulation fine des facteurs de
virulence de la bactérie ; a savoir le systeme sae, contrélant 1’expression de nucléases et
coagulases staphylococciques dépendamment des conditions environnementales comme la
salinité, le pH, le glucose et la présence d’antibiotiques (Novick et al., 2003), et le systeme rot
(repressor of proteins), ayant une activité inhibitrice sur I’expression des toxines de S. aureus, tel
que I’a-toxine, la y-hémolysine et des protéases, en opérant une inhibition sur I’opéron agr ou en
empéchant la transcription des génes cibles (Arya and Princy 2016).

En général, I’expression des génes de virulence se base sur plusieurs systemes de régulation
complexes et interconnectés qui représentent une forme de communication intra- ou
interspécifique, dans le but de s’adapter a la fluctuation des facteurs environnementaux. Cela est
I’une des stratégies habilement développées par la bactérie pour optimiser la production de ses

toxines, la constitution du biofilm et, globalement, sa pathogénicite.

1.1.4.3 Les facteurs de virulence versus la réponse immunitaire humaine : une analogie
historique

Staphylococcus aureus Vit et prolifére sur notre peau, au niveau de nos mugueuses. Cette bactérie

est une menace silencieuse qui nous colonise, soit de fagcon permanente, soit transitoirement. Il
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est difficile d’éradiquer en surface ce pathogéne comme n’importe quel autre : il nous connait
intimement et joue probablement un rdle de barriére. En effet, dans le paragraphe qui suit, nous
verrons jusqu’a quel point S. aureus a réussi a contrecarrer nos défenses immunitaires,
démontrant une stratégie qui pourrait rappeler, a bien des égards, les tactiques de I'infanterie
romaine depuis les débuts de la République. Non seulement en référence a 1’organisation trés
fine du quorum sensing ou 1’on voit les bactéries agir de facon coordonnée face aux changements
environnementaux du site d’infection, mais également concernant la nature des facteurs de
virulence produits. Cet arsenal de facteurs travaille en concert non seulement pour inhiber
efficacement 1’élimination de S. aureus effectuée par I'immunité de 1’hOte, mais également pour
empécher le développement d’une « mémoire » immune contre le pathogéne. Ainsi, comme nous
I’avons vu dans le chapitre concernant les pathologies associées a S. aureus, la phase primordiale
et primaire de 1’infection est souvent opérée par la rupture de la barriere épithéliale : une plaie
due a un traumatisme, a ’insertion d’un cathéter ou plus généralement a un acte chirurgical, ou
encore au niveau des entrées « naturelles », tels que les follicules pileux ou les glandes sébacées

ou sudoripares. D’emblée, il y a certainement un challenge entre la bactérie et I'immunité innée.

1.1.4.3.1 La « marche d’approche » : les facteurs favorisant la dissémination de S. aureus
dans I’organisme

Cette phase, suivie par la dissémination de la bactérie dans I’organisme correspondrait a la
« marche d'approche » qui précéde la bataille, dans 1’analogie avec 1’infanterie romaine. Ainsi,
des facteurs appelés adhésines entrent en jeu, ensemble avec certains exoenzymes. En effet, de
nombreuses adhésines sont impliquées dans la phase de colonisation effectuée par la bactérie, en
facilitant son adhésion aux surfaces de 1’hote. En plus, un nombre considérable d’exoenzymes et
quelques cofacteurs ont également un rdle dans 1’étape de dissémination bactérienne. La
coagulase est un cofacteur impliqué dans la formation du biofilm, mais aussi dans la protection
de la bactérie dans le cas d’un abces, en fournissant la fibrine utilisée pour la formation de la
pseudo-capsule de S. aureus. Concernant les exoenzymes capables de dégrader les tissus de
I’hote, on distingue des protéases, des lipases et des hyaluronidases : un arsenal d’enzymes
produits, afin d’hydrolyser tous types de composés tissulaires de 1’hdte pour consentir la
colonisation dans I’organisme. D’ailleurs, la bactérie exprime toujours une nucléase (DNase),
permettant a S. aureus de fournir des nutriments essentiels, voire de se libérer des filets/trappes
a chromatine produites par les neutrophiles, ou Neutrophil Extracellular Traps (NETose), entre

autres.
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Ces facteurs sont sujets aux systemes de régulation génétiques décrits auparavant et permettent

I’installation de I’infection et la prolifération bactérienne.

1.1.4.3.2 La «construction du camp fortifié » : I’installation de S. aureus chez I’hote

Concernant la phase suivante, la « construction du camp fortifié », on pourrait bien y reconnaitre
le mécanisme de formation du biofilm.

Brievement, le biofilm peut se former en quelques heures et le mécanisme se déroule en trois
étapes : une premiére phase, dite d’attachement qui, sur des matériaux abiotiques comme les
cathéters, se fait principalement a travers des interactions non spécifiques de type électrostatique,
avec la participation des éléments bactériens tels que des autolysines ou I’acide téichoique (Foster
1995; Legeay et al. 2006). A I'inverse, si un biofilm est formé sur un matériel d’origine humaine,
les interactions seront bien plus spécifiques, grace a I’action des protéines de surface de S. aureus
appelées Microbial Surface Components Recognition Adhesive Matrix Molecules, ou
MSCRAMM, telles que le fibrinogéne, qui stimule 1’angiogenese et la coagulation, ou la
fibronectine, qui permet I’adhérence des cellules (Patti et al., 1994). Ces derniéeres favorisent
I’adhésion intercellulaire. Suite a cette premiére phase, il y a une étape de maturation, ou il y a
un dépdt d’un polysaccharide appelé Polysaccharide Intercellular Adhesin ou PIA. Celui-ci a une
fonction semblable au béton utilisé pour la construction d’un mur. En effet, le PIA forme une
matrice de support qui permet au biofilm de se développer de fagon tridimensionnelle et, grace a
des interactions électrostatiques, d’assurer une organisation en couches des cellules bactériennes.
Cette organisation a une fonction de protection du systéme immunitaire de 1’hote, vis-a-vis de la
déshydratation ou des antibiotiques (Costerton et al. 1999; Hall-Stoodley and Stoodley 2009) et
il dépend du systeme Agr decrit précédemment. La derniere phase est celle du détachement, ou
les bactéries ayant atteint le niveau maximal de la taille du biofilm, sont libérées sous leur forme
planctonique dans le but de coloniser d’autres surfaces de I’hdte, et ainsi propager 1’infection
(Goetz et al. 2016). L’analogie susmentionnée est particuliérement frappante puisque le biofilm
agirait comme le campement construit dans le but de former une base et de se protéger des
attaques extérieures. La phase de détachement correspondrait a la « levée du camp » et la reprise

de la marche.
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1.1.4.3.3 Le « déploiement avant le combat » : I’organisation des facteurs de virulence de
S. aureus pour inhiber ’'immunité humaine et faciliter la dissémination

Velites
Haztati
P P P P P
Principes
P P P— P P
Triarii
— — — — —

Figure 5- Disposition classique en trois lignes de I'infanterie romaine

(depuis le site internet Wikipédia:
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tactigues de 1%27infanterie_romaine#Pr%C3%A9parations_initiales et_mouvemen
ts_vers la_bataille)

Nous allons faire un préambule ayant pour but d’introduire les facteurs de virulence de S. aureus,
principalement exprimés et sécrétés afin de se débarrasser de I’immunité humaine, et
spécialement congus pour éviter tout dommage a la cellule bactérienne en elle-méme. En effet,
revenant a notre analogie historique, la phase suivant I’installation de 1’infanterie romaine dans
le champ est donc le déploiement de son armée pour se préparer au combat. Dans la Figure 5, on
retrouve un schéma classique de 1’organisation militaire pendant I’attaque. On peut observer la
disposition typique en lignes, dont la toute premiére, formée par les fantassins légers des armées
romaines antiques (les « vélites »), est la plus proche de I’ennemi. A I’inverse, S. aureus dans
son organisation sessile en biofilm, représenterait donc la toute derniére ligne d’attaque, ou les
« triarii », c’est-a-dire les vétérans, n’étaient pas censés combattre réellement, étant si bien
protéges par les trois lignes de défense qui les séparaient de I’ennemi, et donc du combat.

En effet, une fois la bactérie entrée dans I’organisme, notre systéme immunitaire répond
rapidement par différentes stratégies : 1’activation du systeme du complément, ’action des
enzymes et peptides antimicrobiens et la phagocytose opérée par une catégorie spécifique de
cellules immunitaires, les phagocytes, dont les neutrophiles humains, parmi d’autres (Medzhitov
and Janeway C. 2000).

Effectivement, la surface bactérienne présente des éléments qui sont reconnus par le systéeme
immunitaire, étant des motifs moléculaires associés aux pathogeénes, ou tout simplement PAMPs.
Ces motifs ou « patterns » déclenchent une cascade de réactions immunitaires qui visent a

détruire le pathogéne en employant des moyens de plus en plus puissants et spécifiques.
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Ainsi, une fois que la bactérie a été identifiée comme élément étranger par notre systéme
immunitaire, des peptides et des enzymes sont employés, afin de détruire le pathogéne.

Il s’agit en effet de 1’activité exercée notamment par une cascade de réactions ou une trentaine
de protéines sériques sont clivées en succession, afin de tuer la bactérie. On parlera alors du
systeme du complément. Ce systéme peut intervenir trés précocement dans la réponse aux
pathogeénes, mais il fait également partie d’une réaction qui « soutient » I’immunité adaptative.
Cette derniere fonction lui a valu le nom de « complément ». En effet, le complément a été
initialement décrit comme facilitant I’opsonisation des bactéries, opérée a travers la liaison des
anticorps aux pathogenes. Briévement, le complément peut étre activé a travers trois voies

différentes : la voie classique, qui implique la reconnaissance des complexes antigene-anticorps

par le Clq, la voie de la lectine, déclenchée par la liaison avec des polysaccharides présents sur

la surface bactérienne, et la voie alterne, qui se distingue par le clivage spontané du facteur de la
cascade du complement C3 en C3a et C3b, ce dernier se liant ensuite a la paroi bactérienne et
clivant le facteur B en Bb et Ba. Les trois voies convergent toutes vers la formation d’un
complexe de protéases actives sur la surface des pathogénes, la C3 convertase. Une fois active,
le systéeme peut donc protéger 1’hote par trois moyens : en facilitant la phagocytose par
I’opsonisation des bactéries, en attirant les cellules immunitaires aux sites infectieux par 1’action
des fragments clivés et libérés apres chaque etape de la cascade, et en créant un pore
transmembranaire a la membrane bactérienne a travers 1’action directe du composé terminal
produit par la cascade, le complexe MAC ou Membrane Attack Complex (Medzhitov and
Janeway C. 2000) (Figure 6).

VOIE CLASSIQUE - VOIE ALTERNATIVE

Complexes antigene- La lectine se lie aux Constituants de la
anticorps surfaces du pathogene surface du pathogéne

Q E Y
Y’

complément
11

(i ] )

Recrutement des Opsonisation des Eliminationdes
cellules inflammatoires pathogénes pathogénes

Figure 6- Représentation schématique des trois voies de la cascade du complément.
La voie classique (en jaune), initiée par la reconnaissance du fragment Fc de I’immunoglobuline, ou par le lien direct
du composant C1q avec la surface du pathogéne ; la voie de la lectine (en rose), initiée par une lectine appelée MBL
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(mannan-binding lectin) normalement présente dans le sérum humain, qui se lie a la capsule bactérienne ; la voie
alterne (en bleu) initiée spontanément par la présence des constituants présents sur la surface de la bactérie. Les trois
voies ménent toutes a la formation d’une enzyme (en vert) qui va provoquer la génération des molécules effectrices
du complément. Les trois conséquences principales de la cascade du complément sont 1’opsonisation des pathogénes,
le recrutement des cellules de 1’inflammation et une activité directe par formation d’un pore a la bactérie qui en
entraine la mort. Adapté de (Otagiri et al. 2017)

Staphylococcus aureus est néanmoins capable d’inhiber différentes étapes du systéme du
complément par la production de ses facteurs de virulence (Figure 7).

Dans 1I’étape de reconnaissance de S. aureus, en particulier pour ce qui concerne la voie classique

et celle de la lectine, la bactérie a développé une stratégie impliquant la production de protéines
inhibitrices qui visent a bloquer ’interaction entre les phagocytes et les bactéries opsonisées par
les immunoglobulines 1gG ou par les opsonines C3b. Deux protéines sont retrouvees ancrées a
la surface bactérienne : la staphylococcal protein A (SpA) et la staphylococcal immunoglobulin-
binding protein (Sbi), alors que la staphylokinase (SAK) est sécrétée dans le milieu
extracellulaire. Concernant le mode d’action, SpA et Sbi ont une fonction similaire : se liant au
fragment Fc des immunoglobulines, elles empéchent I’interaction entre les neutrophiles et les
complexes antigene-anticorps (Forsgren and Sjoquist 1966; Atkins et al. 2008). Differemment,
la SAK cible le plasminogeéne de I’hote pour produire la plasmine qui se dépose sur la surface
bactérienne et cause le clivage des IgG et de la C3b de facon indirecte (Rooijakkers et al. 2005).

La phase d’amplification consiste en la formation des C3 convertases. S. aureus dispose de 4

autres protéines inhibitrices, qui agissent a différents niveaux : le Clumping Factor A (CIfA),
avec une action de cofacteur sur le facteur I (fl), le responsable direct du clivage du C3 en sa
forme inactive, iC3b (Hair et al. 2008), le staphylococcal complement inhibitor (SCIN), une
protéine de 85 résidus qui bloque la C3 convertase et son action sur le C3, inhibant ainsi la
phagocytose qui suit I’opsonisation (Rooijakkers et al. 2007), I’Extracellular fibrinogen-binding
protein (Efb) et I’Extracellular complement-binding protein (Ecb) qui agissent en se liant
directement a C3b, et bloguant la voie alternative de la cascade du complément (Jongerius et al.
2007). En plus, Sbi a également une fonction d’inhibition a cette étape de la cascade, en se liant
au facteur H régulant le complément, ou complement regulator factor H (FH), et formant un
complexe avec C3 qui inhibe son activité (Haupt et al. 2008).

En dernier, S. aureus cible la phase d’activation du C5 et de la migration des neutrophiles. En
effet, la production d’une protéine appelée CHIPS, ou « chemiotaxis inhibitory protein of S.
aureus », inhibe la chimio-attraction des phagocytes, promue par le systeme du complément, en

bloquant le récepteur de I’anaphylotoxine C5a, le C5aR, et celui des peptides formylés comme
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le fMLP, le formylated peptide receptor (FPR) (Postma et al. 2004). D’autres protéines produites

par S. aureus ont le méme role, comme c’est le cas du Staphylococcal superantigen-like 7 (SSL7)

qui cible directement le C5 et inhibe son clivage en C5a et C5b (Laarman et al. 2010).

Voie classique Voie de la lectine

A

Srep) |

¥

Polysaccarhides
bactériens

Immunocomplexes

Voie
alternative

C4b2a C3b C3bBb C3b C3b

Figure 7- Evasion bactérienne de la reconnaissance de la cascade du complément (a) et de I'opsonisation

(b).

Les protéines de S. aureus sont illustrées en rouge dans le schéma. S. aureus est capable de moduler 1’action
d’opsonisation et de reconnaissance de la cascade du complément.

(A) Pour empécher la reconnaissance des facteurs pathogéniques par la voie classique du complément, S.

(B)

aureus exprime les protéines de surface Protéine A (SpA) et le staphylococcal immunoglobulin-
binding protein (Sbi). Ces deux protéines se lient au fragment Fc des IgG, en bloquant I’interaction
avec les FCR des neutrophiles. Un autre mécanisme pour éviter la reconnaissance passe par
I’inactivation des IgG de fagon indirecte a travers la plasmine activée par la Staphylokinase (SAK).

Il'y atrois stratégies de S. aureus pour moduler 1’opsonisation : (1) le clivage du C3, effectué de fagon
indirecte par la plasmine activée par la SAK qui va a son tour activer le clumping factor A (CF). Le
CF peut ainsi se lier au facteur | de la protéase C3b humaine, ce qui permet le clivage du C3b. (2) A
travers la modulation de la convertase : S. aureus peut inactiver les convertases C3 par la sécrétion
de SCIN, SCIN-B, SCIN-C, Efb, et Ecbh. (3) Par la modulation des régulateurs de 1’hote : Shi se lie
aux régulateurs négatifs de la convertase (FH, FHL1 et CD46 chez I’humain).

Adapté de (Laarman et al. 2010)
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A coté de cette réponse précoce, I’immunité innée réagit & la présence des pathogénes par les
peptides antimicrobiens (PAM) et la phagocytose, déclenchée en aval de la cascade du
complément.

Les PAM sont des peptides d’environ 50 acides aminés présents chez 1’animal et les plantes, des
facteurs de défense parmi les plus anciens et les mieux conservés (Hoffmann et al. 1999). IIs sont
présents notamment au niveau de la couche cornée de la peau ou ils représentent la barriere
cutanée chimique (Schréder and Harder 2006). Ils peuvent également étre stockés au niveau des
phagocytes, en particulier dans les granules des polynucléaires neutrophiles, et avoir un role
pendant la phagocytose (Schrdder and Harder 2006). L’activité bactéricide des peptides
antimicrobiens dérive de leur charge nette positive qui permet 1’interaction avec la membrane
bactérienne, généralement chargée négativement. Un bon exemple est représenté par le lysozyme
ou 1,4-8-N acetylmuraminidase, une enzyme particulierement abondante dans les fluides
corporels, mais également produite par les phagocytes aprés stimulation pro-inflammatoire
(Keshav et al. 1991). Le lysozyme est une protéine antimicrobienne exprimée par les
kératinocytes et les glandes lacrymales (Ogawa et al. 1971) qui dégrade les parois du pathogene
en hydrolysant le peptidoglycane et en activant les autolysines bactériennes, qui, a leur tour,
participent a la dégradation de la paroi (Masschalck and Michiels 2003). Cependant, 1’action de
cette enzyme est rapidement inhibée par I’ajout d’une D-alanine effectué par 1’opéron DIt sur les
acides téichoiques et lipotéichoiques et une perte de la charge négative de la membrane
phospholipidique de S. aureus, qui empéche I’action des PAM, a charge positive. Ce changement
de charge a le double role, non seulement de réduire 1’affinité des PAM pour la membrane
bactérienne, mais aussi de les éloigner par leur répulsion électrostatique. La méme stratégie est
employeée aussi bien une fois S. aureus phagocyté par les neutrophiles, que dans le sérum, ou la
phospholipase A et la lactoferrine ne peuvent pas agir sur S. aureus (Foster 2005). En général,
S. aureus se protege de I’action des PAM en camouflant la charge de la surface cellulaire qui les
attire a la membrane, mais aussi par la sécrétion de protéines qui neutralisent directement les
peptides cationiques. C’est le cas de la SAK, déja décrite dans ce paragraphe, qui a une action
inhibitrice vis-a-vis du complément. En effet, SAK montre une activité de « défensine-peptide-
binding », ¢’est-a-dire qu’elle empéche 1’activité des PAM en créant une liaison semblable a celle
créée au niveau des IgG et de la protéine du complément C3. La méme action est produite par
I’auréolysine, une métalloprotéase extracellulaire de S. aureus qui cible et clive les PAMs de la
famille des cathélicidines, le LL-37 (Sieprawska-Lupa et al. 2004). D’ailleurs, le LL-37 cible la
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SAK et facilite ainsi son activité de fibrinolyse et d’activation du plasminogéne, ce qui favorise
la dissémination de S. aureus (Braff et al. 2007).

Concernant la phagocytose, son action est controlée par S. aureus essentiellement grace aux
protéines impliquées dans 1’inhibition de la cascade du complément (voir paragraphe précédent),
mais également d’autres facteurs sont en jeu: la capsule, la « polysaccharide intercellular
adhesin » (PIA) et les inhibiteurs des dérivés réactifs de I’oxygene.

La capsule, une fine couche de polysaccarides de sérotype 5, 8 et 336 (Thakker et al. 1998) est
organisée autour de S. aureus ayant le réle de prévenir la reconnaissance des opsonines et des
facteurs du complément assemblés sur la membrane bactérienne par les récepteurs des cellules
effectrices (Nilsson et al. 1997). Le PIA, déja mentionné dans le paragraphe illustrant la
formation du biofilm, a également une fonction inhibitrice de la phagocytose par son action
protectrice, notamment par rapport a la population formant le biofilm (Foster 2005). En dernier,
trois facteurs principaux contribuent a 1’action antioxydante vis-a-vis des dérivés réactifs de
I’oxygene (DRO) produits pendant la phagocytose : le pigment caroténoide qui confeére la
coloration typique de S. aureus (Liu et al. 2005), la superoxyde dismutase (SOD) (Karavolos et
al. 2003) et la catalase (Das and Bishayi 2010). Les génes codant ces enzymes sont en effet
surexprimés suite a 1’ingestion par le processus de phagocytose (Foster 2005). En plus de ces
trois facteurs, I’homéostasie du manganese (Horsburgh et al. 2002) et de trois méthionine
superoxyde reductases exprimées par S. aureus interferent avec les DRO des phagocytes (Singh
and Moskovitz 2003). In fine, d’autres stratégies complémentaires sont employées, afin de rendre
inefficace la phagocytose : nous pouvons citer la régulation génétique dépendante du régulateur
global SarA, déja traitée précédemment, qui contribue a 1’expression des génes impliqués dans
I’interférence avec la phase de fusion entre phagosomes et lysosomes, et avec la libération des

peptides antimicrobiens contenus dans les granules (Gresham et al. 2000).

1.1.4.3.4 Le « combat » : les toxines de S. aureus ciblent les cellules immunitaires

« Lorsque I'armée a créé ce déploiement, les hastati commencaient en premier le
combat. S'ils étaient incapables de battre I'ennemi, ils reculaient a pas lents et les
principes les accueillaient dans les espaces entre eux. [...] les triarii se mettaient sous
les banniéres, la jambe gauche tendue, les boucliers reposant sur leur épaule et les
perches enfoncées au sol, avec leurs pointes vers le haut, comme s'il s'agissait d'une

barriére. Si les principes s'étaient également battus avec peu de succés, ils reculaient
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jusqu’a la ligne des triarii. D'ou I'expression latine "Res a Triarios rediit" qui signifie
"aller aux triarii" ou "en arriver a recourir aux triarii", c’est-a-dire entrer dans le vif
du sujet, devoir recourir aux grands moyens ».

(Livio, Ab Urbe conditalibri, VIII, 8, 9-12.)

Nous avons analysé jusqu’ici la multitude de facteurs de virulence « primaires » dont S. aureus
peut disposer. Néanmoins, ces facteurs ont une action plutét défensive par rapport a I’immunité
humaine, et, dépendamment de 1’état de 1’hote, peuvent ne pas suffire pour « gagner le combat »
contre I’immunité. Or, S. aureus a développé également une stratégie d’attaque a coté de sa
défense : ses toxines.

En général on peut distinguer 3 différents types de toxines : les enzymes cytotoxiques, les

superantigenes et les toxines formant des pores ou « pore forming toxins » (PFT).

1.1.4.3.4.1 Les enzymes cytolytiques/cytotoxiques

L’attaque staphylococcique vise avant tout la premicre barriére qui s’interpose entre la bactérie
et le torrent circulatoire de son hote : la peau. Cette attaque est opérée par les nombreuses
protéases de S. aureus, deja citées dans le paragraphe illustrant les facteurs favorisant la
dissémination bactérienne. A coté de ces facteurs, on trouve une famille de toxines appelées
Toxines Exfoliantes (ET), eégalement connues sous le nom d’épidermolysines et faisant partie
de la catégorie des enzymes cytotoxiques et cytolytiques.

I1 s’agit de sérines protéases qui ciblent spécifiquement les cadhérines des desmosomes de la
couche la plus superficielle de la peau, pour créer une porte d’entrée et ainsi faciliter la

dissémination bactérienne (Bukowski et al. 2010) (Figure 8).
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Staphylococcus aureus adhére a I'épiderme et pénétre a travers les bréches
intercellulaires créées par les neutrophiles parmi les kératinocytes superficiels.

Expansion des cavités opérées par les toxines ET de S. aureus.

Figure 8- Modele propose illustrant I'invasion bactérienne et la formation de bulles cutanées provoquées par les
ET de S. aureus. Adapté de (Oliveira et al. 2018)

Les cellules-cibles de ces toxines sont en particulier les kératinocytes, qui sont hydrolysés au
niveau de la desmogléine-1 des jonctions cellule-cellule en provoquant macroscopiquement le
décollement de la peau et la formation de bulles (Nishifuji et al. 2008). Les ET principales
décrites au jour d’aujourd’hui sont ETA, ETB, ETC et ETD, dont ETA et ETB sont les plus
couramment responsables de lésions cutanées, tandis que ETC semble étre plutdt liée a des
infections développées chez le cheval, sans association avec les infections humaines (Mariutti et
al. 2017). Concernant ’ETD, elle a été retrouvée dans un seul cas d’infection a S. aureus
(Nishifuji et al. 2008). D’un point de vue génétique, ETA est codée par le gene eta présent dans
le chromosome bactérien et introduit par un bactériophage tempéré, alors que le géne de etb,
exprimant la toxine ETB, se trouve dans un plasmide (O’Toole and Foster 1986; Lee et al. 1987).

ETD est exprimé par un gene localisé au chromosome sur un lot de pathogénicité (Nishifuji et
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al. 2008). Par contre, rien n’est décrit concernant le locus de la toxine ETC (Sato et al. 1994).
Ces toxines sont exprimées par environ 5% des souches de S. aureus (Ladhani 2001). Leur
production est liée a des infections touchant uniquement la peau, comme I’impétigo bulleuse et
la pathologie généralisée connue sous le nom de « staphylococcal scalded skin syndrome »
(SSSS), ou épidermolyse toxinique staphylococcique. Cette derniére est une maladie touchant en
particulier les nouveau-nés, les enfants et les adultes immunocompromis, des individus ayant
généralement une immunité plus immature ou affaiblie, ou encore une fonction d’élimination
rénale réduite (Hardwick et al. 1995; Bukowski et al. 2010; Mariutti et al. 2017). Les
manifestations cliniques finales de la SSSS sont 1’exfoliation de la peau et la formation de bulles,
alors que des manifestations précoces sont caractérisées plutdt par une augmentation de la
température corporelle, une hypersensibilité de la peau, des érythémes suivis par la formation de
bulles superficielles contenant du liquide séreux et le détachement de la couche superficielle de
la peau (Cribier et al. 1994). Le taux de mortalité chez 1’enfant adéquatement traité est d’environ
5%, alors que chez I’adulte immunocompromis s’¢léve a 59% (Popov et al. 2014).

Dans les annees 2000, les chercheurs ont identifie la cible des ET : la desmogléine-1 (Dsg1), une
protéine présente uniquement dans la couche plus superficielle de 1’épiderme humain. Le mode
d’action des ET prévoit une phase de reconnaissance de la Dsgl, ce qui peut Se produire

unigquement en présence d’ions calcium (Ca?*) dans le milieu (Hanakawa et al. 2003).

Une fois arrivée dans la circulation sanguine, S. aureus doit éviter, ou alors combattre, les cellules
composant I’immunité. En effet, un deuxiéme type d’enzyme cytotoxique est la B-toxine ou B-
hémolysine. 11 s’agit d’une sphingomyélinase C dépendant du magnésium Mg?*, une toxine
ayant une action hydrolytique au niveau de la membrane plasmique, en agissant sur la
sphingomyeéline, un lipide présent a la membrane des cellules pour produire le céramide et la
phosphocholine (Doery et al. 1963). Cette toxine a été décrite comme possédant également un
pouvoir hémolytique sur les globules rouges en condition de températures inférieures a 37°C
(Low et al. 1974).

1.1.4.3.4.2 Les superantigenes

S. aureus peut cibler les lymphocytes T CD4 par la production d’une catégorie de toxines
appelées superantigenes. Initialement dénommées génériquement entérotoxines a cause de leur
pouvoir émétique et diarrhéique, semblable aux symptomes de I’intoxication alimentaire
staphylococcique (Grumann et al. 2014), cette famille est composée par 23 toxines différentes,

appartenant a 3 sous-groupes : les entérotoxines staphylococciques, les superantigénes
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Staphylococcal enterotoxin-like (SE-I) et la TSST-1, la toxine responsable du syndrome du choc
toxique, déja mentionnée dans les chapitres précédents. Ces toxines ont été décrites pour la
premiere fois en 1988 par Bernhard Fleischer et Hubert Schrezenmeier (Fleischer and
Schrezenmeier 1988) comme les mitogenes le plus puissants existants. Leur pouvoir mitogene
dérive de leur capacité de créer un lien croisé entre la région V[ du récepteur des lymphocytes T
CD4" et le complexe majeur d’histocompatibilité de classe 2 (CMH 1) présent chez les cellules
présentatrices d’antigenes (Figure 9). Cela induit la prolifération polyclonale des lymphocytes T
avec une production massive de cytokines inflammatoires, comme le TNFa, I’'IL-2 et I'INFy
(McCormick et al. 2001). Ces cytokines en concentration élevée provoquent une intoxication de
I’hote, appelée choc toxique, une condition au pronostic souvent sombre. Apres le relargage des
cytokines, les lymphocytes T deviennent non réactifs et ils sont donc éliminés par apoptose
(Rellahan et al. 1990; Alderson et al. 1995). Cela suggere une fonction bien spécifique des
superantigenes, qui viseraient donc a se débarrasser de la conséquente réponse humorale de 1’hote
(Holtfreter et al. 2006; Grumann et al. 2011).

En particulier, les entérotoxines staphylococciques ont eté regroupées sur la base de leur pouvoir
d’induction de vomissements et diarrhées suite & leur ingestion. Etant des protéines souvent
thermorésistantes, a la protéolyse et a la dessiccation, elles sont difficiles a eliminer par la cuisson
des aliments. Cependant, la pathologie qui dérive de cette famille de superantigenes est
généralement a résolution spontanée. L’effet émétique est dd a la présence d’un pont disulfure
qui crée une boucle de 9 a 19 acides aminés dans la protéine (Tam and Torres 2019).
Concernant les superantigenes Staphylococcal enterotoxin-like (SE-I), les informations sur ce
groupe de toxines restent limitées. En général, on classe dans cette catégorie les superantigenes
qui ont un pouvoir mitogene sur les lymphocytes T, mais une activité émetique incertaine ou
absente (Spaulding et al. 2013).

La TSST-1 est un superantigéne dont le locus tst se retrouve sur plusieurs lots de pathogénicité
(Novick 2003). Il était initialement connu comme « SEF », et renommé ensuite « toxic shock
syndrome toxin-1 » en 1984 pour indiquer a la fois son manque d’activité émétique et son lien
direct avec le syndrome du choc toxique ou TSS. Concernant le TSS, il s’agit d’une pathologie
caractérisée par une hypotension, de la fiévre et un rash cutané, qui desquame a distance en 1 a
2 semaines apres le contact avec la toxine (Silversides et al. 2010). Le TSS peut étre également
classé en « menstruel » et « non menstruel », sur la base de son association avec la colonisation
au niveau du vagin /du col utérin et I’utilisation de tampons vaginaux contaminés (Shands et al.
1980).
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Figure 9- Mode d'action des superantigénes (SAQ).

Le superantigéne se lie a la partie variable VB du récepteur des lymphocytes T et également au complexe majeur
d'histocompatibilité de classe 2 (CMH I1) des cellules présentatrices d'antigenes. Cela provoque une activation
exacerbée des lymphocytes T. (Oliveira et al. 2018)

1.1.4.3.4.3 Les toxines formant des pores

En dernier, on parlera d’un groupe des toxines auquel appartient la Leucocidine de Panton-

Valentine ou LPV, le sujet principal de cette thése. Il s’agit d’un groupe de toxines ayant une
fonction principale : la formation de pores au niveau des cellules de I’immunité innée. Elles sont
appelées de ce fait toxines formant des pores ou « pore-forming toxins » (PFT) (Figure 10).

On distingue deux types de PFT : une forme monomérique et une forme bicomposee.
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Figure 10- Les différentes leucotoxines produites par S. aureus et leurs caractéristiques.

Tableau adapté de (Seilie and Bubeck Wardenburg 2017)

Le prototype de toxine formant des pores a la membrane plasmique des cellules cibles est I’a-
Toxine, également appelée I’a-hémolysine ou HIgA. 11 s’agit d’une toxine formée par un seul
composé hydrosoluble qui oligomérise pour former un tonneau beta a la membrane des cellules
eucaryotes, et qui assume une conformation en « champignon » (Figure 11). Son locus se trouve
en une seule copie dans le chromosome bactérien, pres de I'opéron biotine, de la quasi-totalité
des souches de S. aureus et sa localisation dans le chromosome ne varie pratiquement pas d’une
souche a I’autre (Grumann et al. 2014; Monecke et al. 2014). Les cibles cellulaires de la toxine
sont les plaquettes, les lymphocytes, les cellules endothéliales, partiellement les érythrocytes
humains, et les cellules épithéliales. De plus, elle provogue la mort de cellules telles que certains
leucocytes, dont les monocytes et les macrophages, alors qu’aucune cytotoxicité n’est provoquée

chez les neutrophiles humains (Grumann et al. 2014).
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Figure 11- L’a-hémolysine de S. aureus.

(A) Affichage transmembranaire « planaire ». (B) Visualisation des régions transmembranaires. (C) Surface
transmembranaire qui montre son caractére lipophile. (D) Affichage de la surface transmembranaire. Depuis le site
internet : https://www.rcsb.org/structure/7ahl.

Cette toxine a été longuement étudiée et son mode d’action a été décrit comme il suit : son
organisation en monomeére hydrosoluble change en contact avec la membrane pour former le
pore en tonneau beta heptamérique susmentionné. L’a-hémolysine se lie de maniere spécifique
a la désintégrine (contortrostatine) et a la métalloprotéase 10 appelee ADAM 10, un récepteur a
la membrane des cellules cibles (Wilke and Wardenburg 2010). Plus récemment, un autre facteur
cellulaire a été¢ décrit comme impliqué dans la cytotoxicité de 1I’a-hémolysine : la protéine des
jonctions adhérentes chez les mammiferes « plekstrin-homology domain-containing A7 » ou
PLEKHATY (Popov et al. 2015). La formation de pores entraine le passage de CI" (Comai et al.
2002), Ca?*, K*, ATP et de molécules de taille réduite entre 1 et 4 kDa (Bhakdi and Tranum-
Jensen 1991) (Figure 12).
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ADAM10

Figure 12- Mécanisme d’action de I’a-hémolysine (Hla).

L’Hla est sécrétée comme monomeére hydrosoluble (A). Ensuite, elle se lie a la protéine transmembranaire
ADAML10, le récepteur spécifique de Hla (B). La toxine oligomérise en heptamére a la membrane plasmique et un
pré-pore est formé (C). Dans 1’étape finale un canal transmembranaire est formé et les ions passent, entrainant la
mort cellulaire (D). Adapté de (Oliveira et al. 2018).

La conséquence d’une dose létale de la toxine est la mort cellulaire par lyse osmotique, alors
qu’une dose sub-lytique peut moduler les réponses cellulaires, comme la production d’oxyde
nitrique a partir des cellules endothéliales et épithéliales, I’entrée de Ca?* dans les cellules, la
production de cytokines inflammatoires comme 1’IL-10 et la pyroptose des monocytes, entre
autres (Suttorp et al. 1985; Grimminger et al. 1997; Rose et al. 2002; Berube and Wardenburg
2013). L’action de cette toxine sur les E-cadhérines des jonctions adhérentes épithéliales permet
a la bactérie qui I’a produite de se disseminer plus facilement a I’intérieur de 1’organisme, en
ayant créé des bréches dans 1’épithélium (Inoshima et al. 2011).

A coté de cette PFT monocomposée, nous citons également la -hémolysine, une toxine de 26
acides amines faisant partie depuis 2007 d’une famille de cytotoxines appelée Phenol soluble
modulins ou PSM (Cheung et al. 2015). 11 s’agit de peptides trouvés uniquement chez S. aureus
ayant une nature amphipatique, c’est-a-dire possédant a la fois un groupe hydrophile et un groupe

hydrophobe. Ils sont classes sur la base du nombre d’acides aminés en type o ou type 3 (Peschel
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and Otto 2013). Les PSM de type o, dont fait partie la 5-toxine, font normalement entre 20 et 25
acides aminés et ils possédent une charge nette positive, alors que les PSMs de type B sont plus
longs, entre 43 et 45 acides aminés, et présentent une charge nette négative (Tappin et al. 1988;
Towle et al. 2016). Les loci de cette famille de toxines sont normalement présents au
chromosome bactérien et le locus hld code la 8-hémolysine (Wang et al. 2007). Les PSM
contribuent a la pathogénese de S. aureus en provoquant la lyse des cellules cibles, participant a
la formation du biofilm, et en contrélant I’'immunité de I’hote sans pourtant avoir un récepteur
cible a la membrane (Cheung et al. 2012). Les PSMs contribuent en particulier a la lyse des
neutrophiles ou des ostéoblastes, suite a la phagocytose de la bactérie, alors que leur role est
moins clair in vivo, une fois produites dans le torrent sanguin (Rasigade et al. 2013; Surewaard
et al. 2013).

Concernant les PFT bicomposees, nous allons rapidement les décrire dans le prochain chapitre,
en nous focalisant par la suite sur deux membres de cette famille : la Leucocidine de Panton et

Valentine et la y-Hémolysine CB.

1.1.5 Les leucotoxines bicomposées et les pathologies associées

Les PFT a deux composés sont la véritable « arme sécréte » (ou méme, arme sécrétée) de S.
aureus. Elles constituent la réserve de cette « armée protéique » qui fait de la bactérie un
pathogene extrémement agressif.

De maniére générale, cette famille regroupe des toxines avec une forte homologie génétique et
structurelle avec 1’a-hémolysine et ayant comme cibles cellulaires de prédilection les leucocytes,
d’ou leur nom « leucotoxines ». Il s’agit de toxines bipartites, ¢’est-a-dire que S. aureus produit
deux composés séparés constituant une toxine, qui vont ensuite interagir 1’un avec ’autre au
niveau des cellules cibles, plus précisément a la membrane. Ainsi, les chercheurs ont nommé
« SOUS-unité S », ou « slow-eluted », le composé élué plus lentement en chromatographie liquide
pendant la purification, et « sous unité F », ou « fast-eluted », le composé élué plus rapidement
(Woodin 1959, 1960). Les deux sous-unités sont co-transcrites et codées par des genes en
tandem, organisés en opérons, avec le gene codant la sous-unité S (environ 1kb) en amont par
rapport a celui codant la sous-unité F (environ 1kb) (Figure 13). Généralement, le géne codant la
sous-unité S est séparé par une seule base du géne de la sous-unité F, exception faite pour LUkAB,

dont les deux génes sont espacés de 21 bases 1'un de I’autre. Une autre particularité est
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représentée par les y-hémolysines, possédant deux sous-unités S, HIgA et HIgC, dont les génes
respectifs sont séparés par environ 400 pb. La sous-unit¢é F commune, HIgB, se trouve
immédiatement en aval de HIgC, et distante de HIgA, qui se trouve en amont de la construction
génétique (Figure 13).

LukS-PV LukF-PV
LukE 1pb LukD
v weo ~ ) I —
ngA 350-450 pb ngc ngB

HIgABC

|

LukA 219 LukB
s~ ——

Geéne qui code une protéine de classe S

Géne qui code une protéine de classe F

S
I

Figure 13- Organisation génétique de la LPV (et de LukED), de la y-hémolysine (HIgQABC) et de LUKAB.

LukS et LukF sont separés uniguement par une thymine, ainsi que LUKED. Différemment, concernant la y-
hémolysine, HIgA se trouve a environ 500 bases de la construction génétique de HIgCB. LukA est séparé de LukB
par 21 paires de bases. (Prévost et al., 1995)

Concernant la structure primaire, il s’agit généralement, pour leur forme sécrétée, de protéines
d’environ 300 acides amines, qui sont composées par environ 300 a 350 acides aminés quand
elles présentent encore le peptide signal N-terminal. Ce dernier est ensuite clivé pour obtenir la
forme active des toxines (Finck-Barbancon et al. 1991). Concernant I’identité de séquence entre
le groupe des différentes sous-unités S, ou entre les différentes sous-unités F, chaque composé
de la méme classe partage environ entre 60 et 80% d’homologie, mais cela n’est pas valable pour
LukAB, qui partage a peine 30 a 40 % d’identité de séquence avec les autres leucotoxines de S.
aureus. D’ailleurs, Staphylococcus intermedius, une bactérie différente et appartenant a une autre
espece de staphylocoques, peut également produire des leucotoxines bicomposées. Ses

leucotoxines, LukS-I et LukF-1, partagent une forte identité de séquence avec les leucotoxines de
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S. aureus, allant d’environ 60 a 80% d’homologie (Prévost et al. 1995a). En revanche, entre la

classe S et la classe F I’homologie de séquence est a peine 20 a 30%.

La sous-unité S présente une masse moléculaire d’environ 31 kDa, alors que la sous-unité F fait
autour de 34-35 kDa (Woodin 1960). Une structure secondaire commune des leucotoxines
bicomposées a pu étre proposée grace a la cristallographie a rayons X. 1l y a un domaine central
nommé « cap », structuré en sandwich B et formé par des brins antiparalléles, un domaine « rim »,
toujours constitué par des brins 3 antiparall¢les, qui ont la fonction d'entrer en contact avec la
cellule cible, et un domaine « stem », hydrophobique et initialement « caché » a I’intérieur du

domaine cap, qui est ensuite déployé pour la formation du pore a la membrane (Figure 14).

1 ‘ LAt

COTOOOE

Figure 14- Les leucotoxines a deux composés sont produites sous forme de monoméres hydrosolubles qui vont
interagir en s'oligomérisant aux cellules cibles. Chaque sous-unité comporte 3 domaines : le domaine "core" ou
« cap », le domaine d'ancrage, ou « rim » et le domaine « stem » qui se déploie pour former un pore a la membrane.
(Spaan et al. 2017)

Le mode d’action est généralement décrit se débutant par la liaison du composé S a un récepteur
de la surface cellulaire, qui en définit donc la spécificité. Suite a cette premiére liaison, le
composé F est a son tour recruté a la membrane pour former un oligoméere composé par

I’alternance des sous-unités S et F : le pore est donc formé (Figure 15).
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...ou un
autre
récepteur.

Figure 15- Mode d’action des leucotoxines bicomposée.

S. aureus sécréte les leucotoxines bipartites comme deux monomeres hydrosoluble séparés : une sous-unité S et une
sous-unité F. La sous-unité S prend contact en premier avec la membrane des cellules cibles, souvent par une liaison
spécifique avec un récepteur membranaire du type GPCR (A). Cela entraine le recrutement de la sous-unité F a la
membrane plasmique (B). L’alternance de plusieurs sous-unités S et F va créer un oligomére (souvent un octamére)
qui représente le pré-pore (C). En dernier, un pore s’ouvre a la membrane plasmique des cellules cibles en entrainant

la mort cellulaire par lyse osmotique (D). Adapté de (Oliveira et al. 2018).

Tous les membres de cette famille de toxines montrent une activité toxique sur des leucocytes,
mais seulement certains d’entre eux ont également une fonction hémolytique.

En outre, la structure des PFT a deux composés organises en octameres ressemble a celle de I’a-
hémolysine, montrant donc une conformation en champignon.

Mais, quel est I’avantage obtenu par la bactérie dans la production de deux éléments séparées pour
provoquer une lyse des membranes plasmiques des leucocytes ? Pour répondre a cette question
il faut introduire encore deux aspects concernant cette classe de toxines. En premier lieu, entre
les sous-unités S de chaque toxine il y a une homologie tres élevée, s’¢levant a 80% d’identité
de séquence. Le méme est valable pour les sous-unités F des différentes PFT bicomposées. Cela
est un point commun a tous les membres de cette famille de leucotoxines, sauf LUkAB qui

présente seulement 30% d’identité avec ses « consceurs » (DuMont et al. 2013a) (Figure 16).
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Cela nous méne au deuxiéme aspect caractérisant ces leucotoxines : chaque sous-unité S peut
virtuellement s’associer avec n’importe quelle autre sous-unité F. Cette caractéristique maximise
I’effet cytotoxique induit par les leucotoxines de S. aureus, lequel dispose ainsi de plusieurs
combinaisons de sous-unités capables de cibler et éliminer efficacement la lignée myéloide de

cellules de 1’hote, a savoir ses monocytes, ses macrophages et, surtout, ses neutrophiles.
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Figure 16- Arbre phylogénétique des PFT de S. aureus.

Adapté de (Tam and Torres 2019)

Le revers de la médaille est qu’un composé S ou F isolé n’a pas d’effet cytotoxique per se. En
effet, les deux types de sous-unité sont nécessaires afin d’obtenir un effet toxique (Grumann et
al. 2014).

Le nombre des membres de cette famille de leucotoxines semble étre en train d’augmenter,
compte tenu que I’identification de la Leucocidine de Panton et Valentine a eu lieu en 1936 par
les bactériologistes anglais Sir Philip Noel Panton et Francis Valentine (Wright J. 1936) et la
derniére leucocidine, la LuUkPQ, a été décrite seulement en 2017 (Koop et al. 2017).

A T’heure actuelle nous disposons d’informations relatives a six leucotoxines bicomposées
produites par S. aureus : la Leucotoxine ED, la Leucotoxine AB (également nommée GH), les

plus récemment décrites Leucotoxine MF’ et Leucotoxine PQ, les y-Hémolysines (dans la
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combinaison AB ou CB) et la Leucocidine de Panton et Valentine, dont les deux derniéres
feront 1’objet du chapitre suivant. A ’exclusion de la Leucotoxine MF’ et de la Leucotoxine PQ,
les quatre autres PFT a deux composés ont été décrites comme impliquées dans des pathologies
humaines. Nous avons donc affaire aux « Quatre Cavaliers de 1’ Apocalypse » ayant aussi bien
des missions spécifiques qu’une mission commune : empécher I’efficacité de I’immunité innée

humaine.

1.1.5.1 LUukED : le « chevalier blanc » - la conquéte

Les génes de cette leucotoxine sont présents chez 70 a 80% des souches, mais ils sont exprimés
seulement par environ 35% des souches de S. aureus. Les génes IUKE et lukD sont organisés en
tandem et co-transcrits a la fin de la phase exponentielle de croissance. Le locus se trouve sur un
flot de pathogénicité du chromosome bactérien (Grumann et al. 2014). Cette toxine a été
initialement décrite provoquant une dermonécrose chez le lapin (Gravet et al. 1998). Les
premiéres études sur cette leucotoxine ont d’abord montré son activité lytique sur les érythrocytes
humains et de lapin et sur les neutrophiles (Morinaga et al. 2003). Ensuite, le nombre de cibles
cellulaires decrites pour LUKED a augmenté, puisque la toxine peut en effet lyser plusieurs
cellules dérivées de la moelle osseuse, aussi bien humaines que de souris : ¢’est la seule toxine
de S. aureus capable de tuer des phagocytes murins (Alonzo et al. 2012, 2013). En effet, son
mode d’action prévoit la liaison a un récepteur a sept domaines transmembranaires de la famille
des GPCRs ou « G-protein-coupled receptors », le CCR5 present a la membrane des
neutrophiles, des monocytes, des macrophages, des cellules dendritiques, des cellules Natural
Killer, des cellules T et des globules rouges (Alonzo et al. 2013; Reyes-Robles et al. 2013; Spaan
et al. 2015a).

D’un point de vue pathologique, LukED est produit pour faciliter la réplication et la
dissémination bactériennes, par son action leucotoxique, agissant a la membrane des cellules
(Alonzo et al. 2012; Vandenesch et al. 2012) et soutenant ainsi la « conquéte » opérée par la
bactérie. En outre, cette toxine est également capable d’interférer avec I’immunité adaptative de
son hote (Reyes-Robles et al. 2013). Les pathologies associées a la présence de LUkKED sont la
bactériémie (Alonzo et al. 2012; Vandenesch et al. 2012; Reyes-Robles et al. 2013), la mastite
bovine (Fueyo et al. 2005; Haveri et al. 2007, 2008; Chu et al. 2013), I’intoxication alimentaire
(Argudin et al. 2012; Li et al. 2015), I’impétigo, ou on retrouve LUKED associée a des
épidermolysines ou exfoliatines, et la diarrhée post-antibiothérapie, souvent due a 1’expression
de LUKED et d’entérotoxine(s) (Gravet et al. 1999, 2001).
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1.1.5.2 LukAB ou GH : le « chevalier rouge » - la guerre

La leucotoxine LukAB, également connue sous le nom de LukGH, a été identifiée en 2011 par
Dumont et collaborateurs et présente une puissante action toxique sur les neutrophiles humains,
les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques, alors qu'aucune activité hémolytique
n'a été signalée (DuMont et al. 2011). Les génes luka et lukb se trouvent au niveau du
chromosome bactérien et ils sont présents chez 99% des souches de S. aureus (Badarau et al.
2015). LukAB est retrouvée en abondance dans le protéome sécrété de S. aureus, ce qui en a
permis I’identification (Ventura et al. 2010; DuMont et al. 2011). Son action particuliere a un
role « extracellulaire » et un role « intracellulaire ». En effet, si S. aureus produit LUkKAB dans le
milieu extracellulaire, cette toxine forme des pores a la membrane plasmique des phagocytes,
permettant, ainsi a la bactérie d’éviter la phagocytose. De la méme maniére, si S. aureus a été
phagocyte, il peut produire LUKAB, afin de s’échapper du processus de phagocytose, bénéficiant
de ’action lytique de la toxine, qui lui assure 1’affranchissement du phagosome des cellules
immunitaires (DuMont et al. 2013a, 2013b). 1l s’agirait de la seule toxine qui assure a la bactérie
la survie une fois phagocytée : une véritable « arme de guerre » dans 1’arsenal de S. aureus
(DuMont et al. 2011, 2013Db).

La double fonction de LUKAB s'exprime également vis-a-vis des monocytes. En effet, ce type de
cellule est largement ciblée par LukAB, qui en active la voie de I’inflammation liée 8 NLRP3 et
ASC, uniquement si elle est produite dans le milieu extracellulaire. En effet, la mort cellulaire
provoquée par LukAB ne passe pas par la voie de I’inflammasome si la toxine est produite par

la bactérie phagocytée (Melehani et al. 2015).

Dautre part, étant donné que la LUkAB et la LPV ciblent principalement le méme type de cellule,
les neutrophiles (hPMNs), elles peuvent coopérer si produites simultanément (Shukla et al. 2010;
DuMont et al. 2011; Melehani et al. 2015). En outre, LUKAB est aussi puissant que la LPV in
vitro en termes d'inflammation, de production d’IL-8 par les hPMNSs et de cytotoxicité. En plus,
LUkAB présente une forte spécificité d’espéce, ciblant en particulier le domaine | du récepteur
CD11b présent sur les leucocytes humains ou des primates, et en ayant une faible activité sur les

leucocytes murins (environ 1000 fois moins active chez la souris) (DuMont et al. 2013a, 2014).

Néanmoins, certaines différences ont été remarquées concernant cette leucotoxine. Tout d’abord
au niveau de la séquence, dont I’homologie entre le composé LukA et les autres composés S des
leucotoxines staphylococciques ne dépasse pas 30%, alors que I’homologie entre LukB et les

autres composés F produites par S. aureus touchent au maximum 40% (DuMont et al. 2011,
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Badarau et al. 2015). Cette différence se traduit également par une structure Iégerement
différente, notamment concernant le domaine « rim » de LukAB, avec une orientation de la
boucle différente des autres PFT de S. aureus (Badarau et al. 2015). En plus, la réponse pro-
inflammatoire, comme la transcription et la libération d’IL-8 dépendante du NF-kB, est induite
chez les cellules cibles méme en présence d'une seule des deux sous-unités, LUkA ou LukB,
contrairement a la LPV, qui nécessite la présence des deux sous-unités S et F pour provoquer une
réponse cellulaire. D’ailleurs, LUKAB induit une augmentation en calcium intracellulaire dont la
cinétique est plus lente et plus faible par rapport a celle liée a la LPV, et, contrairement aux autres
leucotoxines bicomposées, toute autre combinaison entre les différentes sous-unités S et F des
PFT de S. aureus et les composés LukA et LukB ne parviennent pas a induire une augmentation
intracellulaire en calcium, ni une lyse des hPMNs humains (Yanai et al. 2014). En dernier,
difféeremment des autres leucotoxines bicomposées de S. aureus, produites sous forme de
monomeres qui ensuite oligomérisent a la membrane des cellules cibles, LUKAB est retrouvée
sous forme d’hétérodimére avant la prise de contact avec la membrane des cellules de 1’hote.
Cela suggere que les deux sous-unites de LUKAB dimérisent méme en amont de leur sécrétion,
du fait que la cytotoxicité des deux composés sépares est inférieure a celle de la combinaison
LukA/LukB (DuMont et al. 2014; Badarau et al. 2015).

Invitro, I’activité de cette leucotoxine particuliere s'est avérée accrue par la coprésence de stimuli
inflammatoires tels que I’IL-8, ou la contribution du surnageant de culture de S. aureus, qui
augmente la sensibilité des hPMNs a LukAB, reflétant une situation plus physiologique (Janesch
et al. 2017). Concernant les conséquences pathologiques, LUKAB provoque des abces chez la
souris et des infections rénales (DuMont et al. 2011). En outre, cette leucotoxine est impliquee
dans l'infection pulmonaire chez des patients atteints de mucoviscidose, car des anticorps anti-
LukAB ont été trouvés dans le serum des patients, démontrant que la toxine peut également cibler
la réponse immunitaire adaptative (Chadha et al. 2016). De plus, 1’a-hémolysine et LUkAB
produites par S. aureus quand la bactérie est organisée en biofilm, ont un réle combiné concernant
I'inhibition de la phagocytose opérée par les macrophages, et leur cytotoxicité (Scherr et al.
2015).

1.15.3 LukMF’

Bien que S. aureus ait été d’intérét scientifique a cause de sa pathogénicité envers 1’hote humain,

cette bactérie est également responsable d’infections retrouvées chez les animaux. En effet, la
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particularité de la toxine staphylococcique LukMF’ est sa spécificité d’espéce, puisqu’elle n’a
jamais été isolée dans des infections humaines, mais seulement chez les ruminants et d’autres
mammiféres non humains, comme la souris et la chévre (Rainard et al. 2003). L’identification
des récepteurs des chémokines CCR1, CCR2 et CCR5 comme cibles de la LukMF” explique la
spécificité d’espeéce de cette toxine, puisque CCR1 est absent chez les neutrophiles humains et
abondant chez les bovins (Vrieling et al. 2015).

Cette leucotoxine, dont le locus dérive du bactériophage tempéré ®Sal (Yamada et al. 2005), est
retrouvée dans 27% a 86% des cas d’infections bovines et impliquée dans le développement
d’infections de la mamelle des bovins laitiers, dite mastite (Yamada et al. 2005; Barrio et al.
2006; Haveri et al. 2007; Vrieling et al. 2015, 2016).

Formée par la combinaison entre une variante de la sous-unité F de la LPV, nommée LukF’, et
d’une sous-unité appelée LukM, elle montre une activité cytotoxique importante chez les
neutrophiles bovins, en déclenchant une lyse cellulaire et une libération de Ca* supérieure a celle
liee aux hémolysines de S. aureus (Barrio et al. 2006; Vrieling et al. 2015, 2016). Cependant,
contrairement aux autres leucotoxines, la forme purifié¢e de LukMF’ n’induit pas une forte

réponse inflammatoire, une fois incubée avec les macrophages bovins (Fromageau et al. 2011).

1.1.54 LukPQ

La derniere leucotoxine de S. aureus décrite jusqu’a aujourd’hui est la Leucotoxine PQ. En effet,

Koop et collaborateurs ont été les premiers a isoler la toxine seulement en 2017.

LukPQ est codé sur un prophage de 45 kpb (®Saeql) retrouvé dans six lignages clonaux

différents, presque uniquement chez des souches issues des équidés (Koop et al. 2017).

Cette toxine, tout comme LukMF’, présente une spécificité d’espéce due a son récepteur cible,
le CXCRA et le CXCR2 présent uniquement chez les neutrophiles des équidés et, a un moindre
niveau, des bovins. A plus forte concentration, la toxine peut cibler également le récepteur CCR5
équin. Cependant, c’est la sous-unité F, LukQ, qui en donne la spécificité cellulaire. Ceci
représente une anomalie par rapport aux autres membres de la familles des PFT bicomposeées,
dont la spécificité est réglée par le composé S (Koop et al. 2017). En effet, le composé S de la
toxine, LukP, est tres proche du composé S de la LUKED et en général LukPQ présente 91% et
80% d’identité de séquence d’acides aminés respectivement avec LukE et LukD. Néanmoins, la
spécificité d’espéce de ces deux toxines est différente, ce qui souligne I’'importance du composé
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F dans le tropisme de LUKPQ. De plus, les combinaisons non canoniques entre les composés des
PFT de S. aureus montrent encore une fois que LukQ contribue au tropisme observé pour LUkPQ
(Koop et al. 2017).

1.1.6 Les y-hémolysines AB et CB (HIgAB et HIgCB) et la Leucocidine de
Panton et Valentine (LPV) : les « chevaliers noirs » - la famine- et le

« chevalier pale » - la mort-

Le deux derniéres leucotoxines que nous décrivons dans ce chapitre ont été étudiées plus dans
les détails au cours de ce travail de thése. Notamment, la y-hémolysine CB (HIgCB) a été
initialement comparée a la toxine centrale de notre travail, la Leucocidine de Panton et Valentine,
dont on parlera par la suite. En effet, HIgCB et la LPV ont été historiquement associées 1’une a
1’autre pour plusieurs raisons. Premiérement, elles ont un récepteur commun, le récepteur de la
cascade du complément C5aR présent a la membrane des leucocytes humains, dont les
neutrophiles, ce qui en explique la spécificité d’espece (Spaan et al. 2013, 2014). Deuxiémement,
les composants protéiques des deux leucotoxines sont étroitement apparentes et la séquence
d’acides aminés de la sous-unité S de la LPV et de HIgCB, respectivement LukS-PV et HIgC,
montre une homologie de 81% (Yoong and Torres 2013). Etant ce récepteur « partagé » par ces
leucotoxines, cela suggere une « redondance » de 1’activité de ces deux facteurs de virulence de
S. aureus. Finalement, les deux leucotoxines ont été trouvees proches en termes de réponse
cellulaire induite, notamment concernant la libération d’ions calcium Ca®* , qui résulte
importante et trés rapide, et certaines cibles cellulaires communes, dont un type de cellule non
leucocytaire, les neurones ganglionnaires (Jover et al. 2013). Néanmoins, plus récemment,
Zimmermann-Meisse et collaborateurs ont étudié 1’acheminement intracellulaire de ces deux
toxines a I’intérieur des neutrophiles humains, démontrant que, bien que HIgCB et LPV soient
internalisées avec un transport rétrograde similaire, elles suivent des cinétiques différentes suite
a la liaison avec le C5aR. En effet, les deux toxines sont retrouvées a 1’appareil de Golgi, mais
HIgCB apparait plus rapide de la LPV en termes de cinétique. En outre, la LPV serait retrouvée

transitoirement au lysosome, contrairement a la HIgCB (Zimmermann-Meisse et al. 2017).

En général, les études plus récentes sur ces deux toxines longuement considérées similaires, ont
permis de rédiger une longue liste de différences importantes qui les caractérisent, dont la

cinétique d’internalisation n’est que l’'une des toutes dernieres découvertes. Ainsi, I’effet
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hémolytique constaté en présence de HIgCB n’est pas décrit pour la LPV, qui d’ailleurs semble
mobiliser le calcium intracellulaire des neutrophiles humains a partir du réticulum
endoplasmique, a la différence de HIgCB qui produit la libération du calcium a partir plutét des
stocks acides intracellulaires. Cette différence a été justifiée par la nature différente des sous-
unités F des deux leucotoxines, en identifiant donc dans ce composé 1’élément qui détermine le
compartiment d’origine du calcium mobilis¢ (Tawk et al. 2015). D’ailleurs, concernant le
composé S, bien que le récepteur cible pour chacune des deux toxines soit le C5aR, HIgCB et la
LPV se lient a deux domaines différents du C5aR pour initier la réponse cellulaire (Spaan et al.
2015b). En plus, les genes des deux toxines sont présents en un pourcentage trés différent des
souches de S. aureus, puisque la HIgCB est exprimée par la quasi-totalité des souches, alors que
la LPV n’est sécrétée que par un nombre limité de S. aureus, d’environ 5 a 10%. In fine, nous
rappelons également les différentes morts cellulaires entrainees par ces deux toxines, méme a
faibles concentrations, dont I’apoptose a été signalée uniquement en présence de la LPV
(Genestier et al. 2005) et pour un nombre assez limité de neutrophiles humains testés, suggerant
un possible effet d’accélération d’un processus physiologique, plutot qu’un véritable mode

d’action toxique (Zimmermann-Meisse et al. 2017).

De nombreuses informations ont pu étre collectées au long des derniéres décennies, d’ou la

nécessité de décrire en détail et séparément ces deux toxines particuliéres.

1.1.6.1 Lesy-hémolysines AB et CB (HIgAB et HIgCB) : les « chevaliers noirs » - la famine

Exprimée par environ 99% des souches de S. aureus, les genes de la gamme hémolysine sont
organisés en tandem. Le locus présente trois genes séparés : hlgA, higB et hlgC. En effet, deux
sous-unités S, HIgA et HIgC, ont été décrites pouvant s’associer avec la sous-unité F commune,

HIgB, pour constituer deux toxines différentes : HIgAB et HIgCB.

La combinaison HIgA et HIgB constitue la toxine HIgAB, qui a été mieux caractérisée. Il s’agit
d’une leucotoxine décrite en 1938, dont la fonction biologique a été comprise par Guyonnet et
Plommet en 1970 et par Mollby et Wadstrom en 1971 (Oliveira et al. 2018). HIgAB cible les
récepteurs humains CXCR1, CXCR2, CCR2 et le récepteur DARC (« Duffy antigen receptor for
chemokines »), présent sur les globules rouges. Son activité s’exprime par la lyse des
érythrocytes humains, mais également des neutrophiles et des monocytes/macrophages (Spaan
et al. 2014, 2015a). Chez la souris, cette leucotoxine montre une activité sur les monocytes et

macrophages, mais pas sur les neutrophiles murins, qui présentent une variante du récepteur
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CXCR2 (Spaan et al. 2014). HIgAB est exprimee par la quasi-totalité des souches de S. aureus,
ce qui rend difficile de la lier a une pathologie précise (Prévost et al., 1995 a). Cette toxine est
nécessaire a la survie et prolifération bactérienne, notamment elle participe au processus
inflammatoire observé in vivo dans un modéle d’endophtalmie chez le lapin, en produisant des
molécules pro-inflammatoires (Siqueira et al. 1997; Supersac et al. 1998). De plus, elle contribue
partiellement a la virulence pendant le développement de 1’arthrite septique et 1’infection
systémique chez la souris (Nilsson et al. 1999; Malachowa et al. 2011). La capacité de survivre
et proliférer pendant le développement d’une bactériémie chez 1’héte semble étre obtenue gréace
a la capacité d’évasion vis-a-vis des macrophages, mais également a I’ion Fe?" nécessaire au
nutriment bactérien. Or, le Fe?* n’est pas abondant a 1’état libre dans le torrent circulatoire, ni
suffisant pour assurer la survie de S. aureus. C’est donc a travers ’activité hémolytique que S.
aureus arrive a priver son hote de I’ion précieux et a s’échapper a la carence (ou « famine ») de
cet élément (Prévost et al. 1995a; Ferreras et al. 1998). Tout comme HIgCB, elle entraine une
augmentation de calcium intracellulaire suivi par la lyse, mais moins efficace sur les neutrophiles
humains, comparée a celle de LPV (Prévost et al. 1995a; Staali et al. 1998; Szmigielski et al.
1998). Au niveau des conséquences pathologiques, HIgGAB induit d’ailleurs un relargage dose-
dépendant de cytokines produites par les cellules épithéliales vaginales, telles que 1’IL-8, 1’IL-6,
le TNFa et le MIP-3a, qui sont impliquées dans la voie du facteur de croissance épidermique ou
"epidermal growth factor” (EGFR) (Gillman et al. 2017).

Contrairement a HigAB, HlgCB, ’autre combinaison de sous-unité S et F, cible le récepteur
ChaR, tout comme la LPV (Spaan et al. 2014). HIgCB a été associee a une lyse partielle des
érythrocytes et des lymphocytes de lapin, a une inflammation aigué temps-dépendante et a la
nécrose des tissus oculaires dans un modele de lapin (Siqueira et al. 1997; Supersac et al. 1998;
Bronner et al. 2003; Malachowa and DelLeo 2011; Perret et al. 2012). La lyse des leucocytes est
produite dans le but d’échapper ou inhiber I’immunité, tandis que 1’activité hémolytique permet
a S. aureus un apport en Fe?* suffisant a sa survie et dissémination (Nilsson et al. 1999; Cassat
and Skaar 2012). Tout comme la LPV, HIgCB induit chez les cellules cibles un relargage d’IL-

8, DRO, B-glucuronidase et histamine, mais dans une moindre mesure (Konig et al. 1997).

Plus récemment, cette toxine a été liée a une inflammation des cellules formant 1’épithélium
vaginal ou « human vaginal epithelial cells » (HVECS), induisant la génération de cytokines
inflammatoires impliquées dans la voie du facteur de croissance EGFR, exactement comme

HIgAB (Gillman et al. 2017). Les effets de ces deux formes de y-hémolysine produisent un état
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inflammatoire chez I’héte et le développement de pathologies précises, tel que I’arthrite septique

aigué, notamment liée a la présence de HIgCB associée a la LPV (Shirtliff and Mader 2002).

Concernant le pore donnant le nom a cette classe de toxines, une anomalie a été remarquee dans
les derniéres années. En effet, I’activité de « pore-forming » de la HIgCB avait été initialement
démontrée sur des membranes synthétiques et en absence d’un élément clé du processus : un
niveau physiologique de calcium extracellulaire dans le milieu de culture expérimental (Ferreras
et al. 1998; Menestrina et al. 2003; Alonzo and Torres 2014). En revanche, les derniéres études
menées en présence d’ion Ca®* en concentration physiologique montrent une tout autre
conséquence cellulaire (Tawk et al. 2015). En effet, avec 1 mM de Ca?* dans le milieu
extracellulaire, non seulement la perméabilisation de la membrane plasmique des hPMNs testés
est bien moindre, comme démontré par I’entrée du Bromure d’éthidium, mais on remarque que
le calcium intracellulaire, dont la libération est stimulée tres rapidement par la HIgCB, est
mobilisé principalement a partir des stocks acides intracellulaires (Tawk et al. 2015). Cette
caractéristique a interrogé les chercheurs, qui ont ensuite démontré qu’un autre processus est
déclenché suite & I’action de HlgCB. A 1 mM Ca?*, aucun pore & la membrane plasmique ne
semble étre spécialement induit par la toxine, qui, a contrario, se localise a I’intéricur des
hPMNs, plus particulierement au niveau de 1’appareil de Golgi au bout d’environ 80 min apres
le contact avec les cellules humaines. Cette internalisation de la HIgCB suit le transport
rétrograde cellulaire, sans pourtant provoquer la mort cellulaire durant au moins 6 h

(Zimmermann-Meisse et al. 2017).

Puisque la totalité des souches de S. aureus expriment HIgCB, mais aussi de la LPV pour 5% des
isolats cliniques (Couppié et al. 1994), nous avons effectué initialement un travail de

comparaison étre les effets des deux toxines.

Voyons maintenant dans quels types d’infections on retrouve la LPV, le chevalier pale qui

correspond, a trés juste titre, a la mort.

1.1.6.2 La Leucocidine de Panton et Valentine : le « chevalier pale » - la mort

« The cells were rounded, the nucleus condensed, and the cytoplasm clarified, with no

granules and no pseudopodes; then the cytoplasm disappeared. When the leukocytes were
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examined in a Zeiss warm chamber, they were totally immobile and showed no diapedesis.

They had all been shot down. »

Tiré de “A brief history of Staphylococcus aureus Panton Valentine leucocidin” (Lina et al., 2006)

Bien que la description de cette leucotoxine staphylococcique ou de son effet ait été laissée en
dernier dans ce manuscrit, sa découverte remonte al’an 1894, a peine 24 ans apres les expériences
de Sir Alexander Ogston et de Louis Pasteur décrivant que la bactérie Staphylococcus aureus
était impliquée dans des infections humaines reproduites avec des modéle murins (Pasteur 1880;
Ogston 1984). En effet, la LPV a été la premiére leucotoxine pour S. aureus décrite dans le détail
(Woodin 1965).

Il fut en 1894 que le médecin Dr Honoré Van de Velde découvrit I’activité leucotoxique présente
chez certaines souches de S. aureus. Cela a valu le nom « Leucocidine » a cette catégorie de
toxines, qui apportaient une activité léthale accrue aux bactéries. Il s’agissait bien de protéines
sécretées, comme démontré par ce méme médecin, qui s’apergut d’une cytotoxicité présente

méme en absence des bactéries, et uniquement due au surnageant de culture a T+48h.

C'est seulement en 1932 que Philip Panton et Francis Valentine exprimérent 1’hypothése de
I’existence d’une toxine particuliére et decrivirent les surnageant de culture des souches de S.
aureus isolees de furoncles : ils montraient 1’absence d’une activité hémolytique, et une action
cytotoxique et lytique uniquement vis-a-vis des leucocytes (Panton and Valentine 1932). En 1936
naquit le terme « Panton-Valentine Leukocidin » (PVL) ou Leucocidine de Panton et Valentine
(LPV) en francais.

Plus de 100 ans de recherches n’ont pas suffi pour mettre le mot « fin» aux découvertes

scientifiques liées a cette puissante arme bactérienne.

Exactement comme pour les autres leucotoxines décrites jusqu’ici, la LPV présente deux sous-
unités, S et F, dont la S est appelée LukS-PV (32 kDa), ou simplement LuksS, et la F, LukF-PV
ou LukF (34,5 kDa). Le locus luk-PV est codé dans le génome d’au moins 6 prophages différents
exprimant la Sa2 intégrase (Kaneko et al. 1997, 1998; Boakes et al. 2011; McCarthy et al. 2012).
Les genes codant la LPV sont organisés en tandem et ils font partie d’'un méme opéron. Séparés
par une seule thymine T, LukS se trouve en amont de LukF dans le locus, et elle est donc
transcrite et sécrétée en premier (Figure 13) (Cooney et al., 1993; Prévost et al., 1995; Malachowa

et al., 2010). La méme organisation est retrouvee pour LukED et pour LukAB, dont I’intervalle
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entre LUKA et LukB est cependant constitué de 21 bases d’écart. D’ailleurs, en aval du gene
codant les sous-unités S de chaque leucotoxine, il y a un site de fixation des ribosomes ou RBS
(Ribosome Binding Site), qui faciliterait la traduction des composés de classe F.

Ce qui est distinctif concernant cette Leucocidine est sa fréquence chez les souches de S. aureus.
En effet, d’un point de vue général, seulement environ 5 a 10% des souches de S. aureus codent
cette toxine, mais sur I’ensemble des isolats cliniques des patients atteints de furoncles, de
pneumonie nécrosante, ou d’infections communautaires sévéres a S. aureus, les bactéries qui

possédent les génes de la LPV représentent environ 90% (Brown et al. 2012; Tong et al. 2015).

Pour donner une idée plus concréte de ce que la LPV représente au niveau pathologique, nous

allons décrire un cas clinique réel qui s’est produit a I’Hopital de Strasbourg en 2019.

Rapport d’un cas d’infection a S. aureus LPV*
(G. Prévost, communication personnelle)

« En Avril 2019, un adulte de 46 ans, sans antécedent médical, se présente aux urgences en se
plaignant de maux abdominaux et de difficultés a respirer, la fiévre est a 39°C. Un traitement
antibiotique (Céfotaxime) est prescrit et il rentre au domicile. Le lendemain, il doit étre véhiculé
aux urgences dans un état fébrile prononcé. L’IRM révéle de multiples foyers nécrotiques dans
I’abdomen, et les différents prélévements révéleront S. aureus LPV™ résistant aux Céfotaxime.

Le patient décede 52 heures apres son premier passage aux urgences ».

L’inflammation a persisté malgré un traitement antibiotique pourtant dédié. 1l est donc évident
que la compréhension du mode d’action de cette leucotoxine pourrait représenter un enjeu

scientifique et médical.

Plusieurs études ont été menées afin de décrire les consequences de la LPV. En particulier, cette
leucocidine présente une spécificité d’espece due a son récepteur cible commun a la HIgCB, le
C5aR. Elle a un effet cytotoxique uniquement chez les leucocytes polynucléaires, les monocytes
et les macrophages humains et de lapin (Spaan et al. 2013, 2015b). Par conséquent, un modéle
murin normal n’est pas approprié pour 1’étude de cette toxine et des modéles de souris
humanisées ont été récemment introduits (Tseng et al. 2015; Prince et al. 2017). A c6té de ce
modele, les plus utilisés en recherche restent le lapin ou un modele de neutrophiles humains ex

Vivo.
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La LPV est liée a la sévérité accrue de pathologies invasives, telles que 1’ostéomyélite et la
pneumonie et elle peut causer des infections souvent mortelles chez I’individu sain, comme dans
le cas clinique que nous avons mentionné (Lina et al. 1999; Naimi et al. 2003). L’autopsie des
patients décédés par une pneumonie a S. aureus a montré que les poumons de ceux qui étaient
colonisés par des souches sécrétant la LPV (PVLY) étaient ulcérés et hémorragiques, ce qui
reflétait un état inflammatoire tres sévere dd a la cytolyse de neutrophiles et de macrophages
présents dans le tissu pulmonaire (Finck-Barbancon et al. 1993; Gillet et al. 2002). Les
pathologies associées a la lyse cellulaire et a la nécrose tissulaire induites par la LPV sont les
furoncles, les abces et des infections nécrotiques séveres de la peau (Cribier et al., 1992; Couppié
et al., 1994; Prévost et al., 1995 b).

Concernant le mode d’action, un certain nombre d’informations a pu étre collecté au fil des
annees, sans portant donner une preuve définitive de la contribution de la LPV pendant une

infection a S. aureus.

La liaison de LukS au récepteur C5aR a été démontrée étre la premiére étape du mode d’action
de la LPV. De ce fait, les cellules cibles de la LPV sont les neutrophiles humains et de lapin, chez
qui I’activité est la plus documentée et la toxine résulte la plus active (Hensler et al. 1994; Konig
et al. 1994; Konig et al. 1995). De la méme facon la LPV cible également les monocytes et
macrophages humains et de lapin (Woodin 1959; Gauduchon et al. 2001; Pichereau et al. 2012),
mais également les cellules dendritiques et les neurones ganglionnaires, notamment les neurones
granuleux cérébelleux et les neurones périphérigues, tout comme dans le cas de HIgCB (Jover et
al. 2013).

Suite a cette premiére étape de liaison, le composé F, ou LukF, est également recruté a la
membrane plasmique, ou il a été décrit récemment avoir sa cible en le récepteur CD45 (Tromp

et al. 2018), a la différence de HIgCB, dont aucun récepteur du composé F n’a été identifié.

Le modéle d’action classique prévoit la formation d’un octameére constitué de 1’alternance de
sous-unités LukS et LukF, pour ensuite former un pore a la membrane plasmique des cellules
cibles. Néanmoins, la présence d’un niveau physiologique de calcium extracellulaire a changé
désormais cette représentation simpliste du mode d’action de la LPV, tout comme pour celui de
HIgCB. En effet, en présence de calcium, une concentration de LPV établie sur la base de la
constante de dissociation entre LukS et C5aR chez les neutrophiles humains, montre qu’aucun

pore n’est formé, du moins a la membrane plasmique (Tawk et al. 2015). Les neutrophiles
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humains exposes a une telle concentration de la LPV n’indiquent pas une lyse immédiate, mais
plutdt I’augmentation importante et rapide en calcium intracellulaire, le relargage de DRO, d’IL-
8 et d’IL-6, d’histamine et de leucotriéne B4 (Hensler et al. 1994; Konig et al. 1994; Konig et al.
1995; Tawk et al. 2015). Le calcium intracellulaire est néanmoins mobilisé a partir du réticulum
endoplasmique par la LPV, differemment de HIgCB, et, bien qu’une internalisation ait été mise
en évidence, le transport rétrograde emprunté par la LPV montre une cinétique différente, comme
annoncé¢ dans I’introduction de ce chapitre, puisque LPV est retrouvée au lysosome durant les
premiéres phases de I’internalisation, pour ensuite rejoindre plus tardivement 1’appareil de Golgi
(Tawk et al. 2015; Zimmermann-Meisse et al. 2017). Une éniéme différence a été constatée entre
la mort cellulaire entrainée par la LPV et HIgCB : tandis que la LPV produit une accélération de
I’apoptose chez les neutrophiles humains, HlgCB n’induit pas un tel processus de mort

programmée (Genestier et al. 2005; Zimmermann-Meisse et al. 2017).

Toutes ces informations laissent sans réponse une question fondamentale : guel est le processus

a travers lequel la LPV induit la mort cellulaire des hPMNs ?

Une seconde question qui se pose est : est-ce que la mort cellulaire principale entrainée par la

LPV et HIgCB est la méme, tenu compte de toutes les différences que nous venons de

mentionner ?

Afin d’apporter une réponse a ces deux questions, ce travail de thése a été destiné a I’étude d’une
mort cellulaire programmée autre que 1’apoptose, ce qui est cohérent avec un résultat préliminaire
obtenu en 2016 par 1’équipe de notre unité de recherche. En effet, la LPV a une concentration de
1 nM et inférieure, et non pas HIgCB, montre une perméabilisation membranaire touchant plus

de 60% des hPMNSs, mais ayant son pic a 6h d’incubation.

Un processus qui demande plusieurs heures pour provoquer la lyse cellulaire ne pouvait donc
étre que trés sophistiqué et complexe. Ce processus que nous avons detaillé et confirmé étre la
mort cellulaire principale due a la LPV a un nom trés évocateur : la NETose ou Neutrophil

Extracellular Trap.

Notre « chevalier pale », correspondant a la mort, a donc bien mérité son nom.
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1.2 LANETOSE

“PMA-treated neutrophils showed morphological changes quite different from those
of typical apoptosis or necrosis.”
— Hiroshi Takei, 1996

1.2.1 Le neutrophile humain : le fantassin de notre immunité

Dans la rnognejyai résidé,
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Figure 17- Le systéme immunitaire vu par Nik Spencer- Senior Graphic designer du journal Nature.
Adapté de : https://twitter.com/NatureNews/status/1225434019136966657/photo/1

Le neutrophile humain est un type de cellule faisant partie de I’immunité innée et abondamment
présent dans la circulation sanguine. Ces cellules sont en fait produites a hauteur d’environ 10!
neutrophiles par jour (Dancey et al. 1976). Leur abondance est compensée par une durée de vie
plutdt courte. En effet, dans des conditions d’homéostasie, ces cellules rentrent dans la circulation
sanguine, pour migrer au niveau des tissus ou elles exercent leurs fonctions. Finalement, elles
sont éliminées, notamment par 1’action des macrophages aprés environ 24 h. Malgré ce turnover
rapide, le nombre de ces cellules dans la circulation sanguine reste constant, du fait d’une fine
balance entre production et élimination (von Vietinghoff and Ley 2008). Leurs caractéristiques

principales au niveau morphologique sont la forme typique du noyau, qui est polylobé, ayant de
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trois a cinq lobes par cellule, et la présence de granules intracellulaires, des vésicules contenant
une série de produits cytotoxiques. D’ailleurs, on distingue quatre groupes principaux de granules
en fonction de leur contenu, les primaires ou azurophiles, secondaires ou spécifiques, tertiaires
a gélatinases et les vésicules de sécrétion. De ce fait, ces cellules sont également appelées
granulocytes « polymorphonuclear » (PMNs) ou polynucléaires, en frangais. D’origine
hématopoiétique, les PMNs humains (hPMNs) quittent la moelle osseuse dans leur forme
différenciée, afin de patrouiller I’organisme durant environ 24h, et réagir rapidement a des
signaux d’infection ou des signaux génériquement produits en cas de perturbation de
I’homéostasie (Brinkmann and Zychlinsky 2012) (Figure 18). En absence de stimulation, les
neutrophiles « agés » peuvent avoir deux destins : ils retournent & la moelle osseuse, ou ils sont
phagocytés par les macrophages résidents, ou bien ils meurent par un processus d’apoptose dans

les tissus periphériques (Sollberger et al. 2018b).
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Figure 18- Production de la lignée des neutrophiles dans la moelle osseuse.

S’agissant de la « premiére ligne de défense », cette petite cellule immunitaire a une durée de vie
allant de 5 a 135 heures apres sa mise en circulation (Pillay et al. 2010; Tak et al. 2013). Sa
fonction reste tout de méme d’importance capitale, comme démontré par 1’augmentation de
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risque d’infection présent chez des patients ayant une neutropénie iatrogéne ou d’origine
congeénital. En effet, les effets cytotoxiques des traitements chimiothérapiques, ainsi que des
maladies monogéniques intéressant les neutrophiles, comme des défauts au niveau de la NADPH
oxydase ou NOX, sont associés a des manifestations infectieuses importantes, notamment
provoquées par des pathogenes opportunistes, tels que des champignons ou des bactéries (Malech
et al. 2020). Il est intéressant de souligner que deux pathologies monogéniques distinctes
affectant les fonctions du neutrophile, la maladie granulomateuse chronique ou CGD et la
déficience d’adhésion leucocytaire ou LAD, montrent une augmentation d’infections causées par
des pathogenes différents, ce qui suggére que chacune des fonctions du neutrophile humain a une
spécificité d’action antimicrobienne bien déterminée. Ces différences dévoilent encore une fois
que le systtme immunitaire a évolué, afin de contrecarrer les différents effets des pathogénes
(Malech et al. 2020). En effet, le neutrophile répond a une panoplie de signaux différents,
notamment par la production de nombreuses cytokines et d’autres facteurs inflammatoires, qui
contrdlent et régulent I’inflammation et les fonctions des autres cellules de I’immunité (Nauseef
and Borregaard 2014; Scapini and Cassatella 2014). Cette capacité semble étre due a un état de
transcription bien actif et tres complexe, contrairement a ce que les scientifiques retenaient
auparavant. Effectivement, leur versatilitt de réponse se traduit en une activation
transcriptomique qui se manifeste par des changements en ce qui concerne 1’expression des
molécules de surface et leur activité. Cependant, puisque ces modulations ont été retrouveés
majoritairement chez une partie de la population des neutrophiles, cela pourrait indiquer
I’existence de « subsets », ou sous-populations. En effet, plus récemment différents types de
neutrophiles ont été décrits (Deniset and Kubes 2018). Notamment, ces cellules changent au
niveau de leur phénotype du moment ou elles quittent la moelle osseuse, jusqu’au moment ou
elles disparaissent de la circulation sanguine. Cet effet est connu sous le nom de « aging »,
puisque se déroule en un seul jour, donnant lieu a des neutrophiles présentant des propriétes
différentes (Adrover et al. 2016). A coté de Ieffet « d’age », les neutrophiles peuvent présenter
des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles dépendantes de leur environnement, comme
dans le cas du cancer, ou le nombre et la typologie de neutrophiles changent avec la progression
de la tumeur (Sagiv et al. 2015). En général, différentes sous-populations de neutrophiles sont
décrites aujourd’hui. Cependant, ces différents types cellulaires ne sont pas toujours considérés
comme des « subsets » et le sujet reste controversé. Un état d’activation différent des cellules
pourrait effectivement s’expliquer par une simple réponse a des facteurs locaux et transitoires,

plutét que justifier ’existence des vraies sous-population de polynucléaires.
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1.2.1.1 Cycle de vie d’un neutrophile humain

Comme déja anticipé, les polynucléaire neutrophiles sont produits au niveau de la moelle osseuse
a partir des cellules souches hématopoiétiques. Ces cellules se différencient en cellules
multipotentes progénitrices (MPP), qui se transforment a leur tour en cellules LMPP, ou
progénitrices multipotentes biaisées lymphoides. Encore une fois, ce dernier type de cellules
progénitrices, résidantes dans la moelle osseuse, se différencie en progénitrices de
granulocytes-monocytes, ou GMP. Les GMP, sous I’action du facteur granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF), deviennent myéloblastes, qui vont vers la maturation en
neutrophile mature, passant par différents stades : promyélocytes, myélocytes, métamyélocyte,
polynucléaires juvéniles, ou « band cells » et finalement polynucléaire mature. Pendant ces
étapes intermédiaires, on remarque des modifications morphologiques, notamment au niveau du
noyau, qui passe d’une forme ronde a une forme plus allongée en forme de « C », pour arriver a
la morphologie finale, ou le noyau prend la forme polylobée caractéristique des hPMNSs. De plus,
les recepteurs membranaires, ainsi que les récepteurs des cellules stromales de la moelle osseuse,
changent pendant la maturation du neutrophile. Par exemple, il y a une sous-expression de
I’intégrine 04p1 (VLA4) et du récepteur de la chémokine CXCR4 sur la membrane des
neutrophiles matures. A contrario, il y a une surexpression du Toll-like receptor 4 TLR4 et de
CXCR2. Concernant les cellules stromales, elles expriment des récepteurs d’adhésion, tels que
VCAML, VLA4, CXCL12 et CXCR4, afin de maintenir les cellules progénitrices au niveau de
la moelle. Une fois matures, les neutrophiles sortent de la moelle osseuse de maniére tres régulée,
grace au G-CSF qui interfére avec I’interaction CXCR4-CXCL12 entre cellules stromales et
neutrophiles (Summers et al. 2010). En effet, seulement 1 a 2 % des neutrophiles quittent la
moelle en état d’homéostasie, pour se retrouver dans la circulation sanguine. Une fois dans la
circulation sanguine, des cytokines, telles que les interleukines IL-23 et IL-17 produites par les
phagocytes (Gordy et al. 2011; Jiao et al. 2014), guident les neutrophiles matures et contrélent
leur sortie de la moelle osseuse, grace au lien entre 1L-17 et G-CSF (von Vietinghoff and Ley
2008).

En cas d’inflammation, I’IL-1 peut également participer & la production de neutrophiles, en
agissant sur 1’axe IL-17/G-CSF (Ueda et al. 2009). D’ailleurs, les neutrophiles déja produits
induisent un feedback positif sur le recrutement des nouveaux polynucléaires (Eskan et al. 2012).
Au niveau des sites infectieux, les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins commencent a

exprimer des récepteurs tels que E- et P-sélectines, qui, se liant avec les glycoprotéines de
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membrane des neutrophiles, induisent le «rolling» des cellules sur I’endothélium. Le
neutrophile est donc activé par I’action des chémokines qui agissent sur les f2-intégrines. Une
fois la liaison effectuée, par interaction entre les intégrines et les ICAM-1/ICAM-2, ou
intercellular molecular adhesion molecule des cellules endothéliales, les neutrophiles migrent
dans les tissus périphériques, suivant le gradient chimiotactique, comme le formylmethionyl-
leucyl-phenylalanine (fMLF) et I’anaphylatoxine C5a, afin d’effectuer leurs fonctions de défense
(Kolaczkowska and Kubes 2013).

Finalement, en absence d’inflammation les neutrophiles meurent par apoptose et sont éliminés
par les macrophages résidants ou les cellules dendritiques. Autrement, les cellules sénescentes
commencent a exprimer le récepteur CXCR4 qui leur permet de retourner dans la moelle osseuse,

ou elles sont définitivement éliminées (Martin et al. 2003).

1.2.1.2 Sous-populations de neutrophiles humains

Comme déja mentionné, les neutrophiles humains sont des cellules actives d’un point de vue
transcriptionnel, et bien qu’elles soient principalement associées a leur action destructrice de
pathogenes, elles ont des comportements bien plus complexes. En effet, elles peuvent avoir des
fonctions différentes selon la situation et le tissu dans lequel elles se localisent, montrant ainsi un
comportement qui les ¢loigne d’un pool homogene de cellules. Effectivement, différentes
publications suggerent que des véritables sous-populations existent, aussi bien dans une situation
d’homéostasie, que dans une condition pathologique.

Dans le premier cas de figure, ou I’homéostasie est maintenue, les neutrophiles peuvent
présenter des changements morphologiques et phénotypiques plutot liés a leur « age ». En effet,
I’un des changements typiquement remarqué est le nombre de lobes du noyau, qui peut aller de
2 jusqu’a 5 lobes. Notamment, de 10 a 30% de la population des polynucléaires présente
normalement 2 lobes ; la « version » a 3 lobes contribue a hauteur de 40/50% ; 4 lobes sont
retrouvés chez environ 10 a 20 % des cellules, et 5 lobes sont présents chez moins que 5% des
neutrophiles humains. Au-dela de 5 lobes, on parle de « hypersegmentation », une condition
qui représente normalement le vieillissement de la cellule dans la circulation sanguine (Huang et
al. 2012). D’autres changements se présentent chez le neutrophile au fur et a mesure que la cellule
patrouille 1’organisme. On peut alors distinguer les neutrophiles « frais », qui sont fraichement

produits par la moelle osseuse et qui se retrouvent dans la circulation, et les neutrophiles « agés »,
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qui quittent le torrent circulatoire en absence d’inflammation. Le rapport entre ces deux
« versions » de neutrophile varie suivant des oscillations de type circadien (Adrover et al. 2016).
Drailleurs, des changements au niveau des récepteurs de membrane ont été indiqués : les cellules
plus agées expriment davantage de CXCR4, qui, comme déja mentionné, se lie au récepteur
CXCL12 des cellules stromales de la moelle osseuse. En général donc, les cellules plus agées
expriment des signaux de sénescence qui le pousse a retourner dans la moelle osseuse, pour
conclure leur cycle vital (Martin et al. 2003). D’autres molécules de surface semblent étre
difféeremment exprimées chez les polynucléaires plus agés, comme le CXCR2 et le CD47, qui
sont sous-exprimés respectivement afin de réduire la production de neutrophiles a partir de la
moelle osseuse, et d’induire la phagocytose par les macrophages (Jaiswal et al. 2009; Eash et al.
2010). A coté de I’expression des récepteurs de membrane, les neutrophiles plus agés présentent
une taille cellulaire plus réduite, moins de granules et un noyau granulaire multilobé (Casanova-
Acebes et al. 2013).

D’un point de vue transcriptomique, les cellules plus agées montrent des voies de signalisation
activées et altérées typiques des cellules se trouvant au foyer infectieux, comme par exemple des
signaux liés a ’activation cellulaire, la détection de microbes, 1’adhésion cellulaire, la migration
et la mort cellulaire (Zhang et al. 2015). Cela suggere que les neutrophiles plus agées seraient
donc dans un état plus actif (Adrover et al. 2016).

Ces évidences montrent que des changements phénotypiques et morphologiques des neutrophiles
ont lieu pendant leur cycle de vie, ce qui pourrait faciliter la migration des cellules dans les
différents tissus.

En effet, au niveau des tissus du corps humain certains neutrophiles montrent également des
fonctions et caractéristiques diverses. Par exemple, au niveau du poumon les neutrophiles
résident grace a la surexpression du récepteur CXCR4 (Devi et al. 2013), alors que dans la rate,
ils se localisent au niveau de la zone marginale, ou ils produisent des cytokines qui influencent
la production d’anticorps par les lymphocytes B, montrant un phénotype différent en termes de
récepteurs membranaires, et ayant une tendance accrue a former des NETSs (Cerultti et al. 2013).
Au niveau des ganglions lymphatiques les neutrophiles interagissent avec les lymphocytes T et
modulent leur activation, alors qu’un autre sous-population de neutrophiles est impliqué dans
I’angiogenése (Rosales 2018).

In fine, toujours dans des conditions d’homéostasie, d’autres différences ont été décrites
concernant les sous-populations ayant des comportements différents en ce qui concerne la
migration, ou leur durée de vie liée au « priming » initié par le microbiote intestinal (Clarke et
al. 2010; Hergott et al. 2016; Nourshargh et al. 2016).
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Dans un état pathologique, différents subsets de neutrophiles ont été décrits, intervenant
notamment dans des conditions inflammatoires et dans des cas de cancer (Silvestre-Roig et al.
2016; Yang et al. 2017).

Pendant I’inflammation, notamment due a une infection a S. aureus résistant aux antibiotiques,
deux types de neutrophiles ont été identifiés : les PMN-1 et les PMN-2 (Tsuda et al. 2004). Ces
deux typologies de neutrophiles different notamment en ce qui concerne les cytokines qu’ils
produisent, I’activation des macrophages et les molécules de surface, dont le TLR. En particulier,
le PMN-1 produisent I’interleukine 12 (IL-12,) qui active les macrophages de fagcon classique,
exprimant en surfaces les TLR2, 4, 5 et 8 avec une expression élevée de CD49 et une basse
expression de CD11b. Contrairement, les PMN-2 produisent 1’IL-10 qui active les macrophages
par une voie alternative, exprimant les TLR2,4,7 et 9, et ayant une expression élevée de CD11b
et une basse expression de CD49 (Tsuda et al. 2004).

D’un autre point de vue, tout déréglement métabolique peut étre associé a la présence de
différentes sous-populations de neutrophiles, comme dans les cas d’hyperglycémie et
d’hyperlipidémie, ou les cellules sont sensibilisées, ou « primed » par des hautes concentrations
en glucose ou en cholestérol, qui les rendent plus enclins a former des NETs ou a produire des
dérivés réactifs de I’oxygene (Mazor et al. 2008; Wong et al. 2015).

En général, ces états métaboliques genérent des cellules plus réactives et pro-inflammatoires.
Concernant la NETose, ou la production de NETs non associée a la mort cellulaire, nombreuses
publications ont montré que les neutrophiles des patients atteints de diabétes (Wong et al. 2015),
ou de lupus érythémateux (Garcia-Romo et al. 2011; Villanueva et al. 2011) forment plus
facilement les trappes a ADN dont on parlera plus dans les détails dans le prochain chapitre. Plus
en général, 1’habilité des neutrophiles a produire les NETs peut varier beaucoup dépendamment
de I’état physiologique de I’individu. Cela suggere une diversité entre les neutrophiles, les
rendant plus ou moins sujets & produire ce phénomeéne et participant a 1’aggravation, ou alors a
la résolution, d’une condition inflammatoire, comme dans le cas de la goutte (Schauer et al.
2014).

Le microbiote peut également « fagonner » les neutrophiles dans un contexte de NETose. En
effet, les neutrophiles « primed » par des microorganismes de la flore commensale peuvent avoir
plus ou moins tendance a former des NETs (Zhang et al. 2015).

Globalement, il est clair que les états inflammatoires ou infectieux peuvent contréler 1’émergence
de phénotypes particuliers de neutrophiles possédant ainsi des propriétés uniques.

Un dernier cas souvent décrit dans la littérature est celui du cancer, un état pathologique ou les

neutrophiles montrent des phénotypes trés caractéristiques. Notamment, une augmentation du
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nombre de neutrophiles dans le sang ou a I'intérieur de la tumeur est souvent associée a un
mauvais pronostic et a une agressivité accrue du cancer (Schmidt et al. 2005; Sagiv et al. 2015).
Cependant, cela n’est pas toujours vrai pour tout type de cancer. En effet, dans le cas du cancer
gastrique la neutrophilie est associée a un pronostic plutét positif (Caruso et al. 2002). Cela
montre que globalement les neutrophiles peuvent posséder aussi bien des phénotypes pro- ou
antitumoraux (Fridlender and Albelda 2012).

A ce propos, différents sous-populations de neutrophils ont été décrits.

Dans plusieurs types de cancers, non seulement le nombre de neutrophiles totaux est augmentg,
mais notamment le nombre des neutrophiles dits «immatures », ayant un phénotype
immunosuppresseur (Brandau et al. 2011). Ces cellules ont été nommées myeloid-derived
suppressor cells, ou MDSC (Peranzoni et al. 2010) et elles ont une activité immunosuppressive
vis-a-vis des lymphocytes T associée a une progression de la tumeur (Nagaraj et al. 2010; Raber
et al. 2014; Keskinov and Shurin 2015). Une subdivision supplémentaire de ce groupe de cellules
est représentée par 1’identification de sous-groupes granulocytes (G-MDSC) et monocytes (Mo-
MDSC) (Raber et al. 2014). Notamment, il est assez compliqué de distinguer les G-MDSC des
neutrophiles normaux en raison de leur panel de marqueurs de surface qui semble étre commun
a celui des neutrophiles humains standard (Solito et al. 2017).

Un deuxieme groupe de cellules liées au cancer est constitué de neutrophiles ayant une basse
densité, ou low-density neutrophils (LDNs), en anglais. Ce nom dérive de la phase ou se
trouvent ces cellules suite a une centrifugation en gradient de densité, ou gradient de Ficoll. Ainsi,
les neutrophiles normaux, a haute densité, se retrouvent dans le culot, au niveau de la phase plus
basse retrouvee dans le tube pour la centrifugation, alors que les LDNSs se retrouvent dans la
fraction de cellules a plus basse densité, mélangés aux cellules mononuclées (Sagiv et al. 2015,
2016). Ces cellules sont également retrouvées en grand nombre dans différents états
pathologiques, tels que la polyarthrite rhumatoide, le lupus, le rhumatique articulaire (Hacbarth
and Kajdacsy-Balla 1986), le sepsis (Morisaki et al. 1992), I’asthme (Fu et al. 2014), le psoriasis
(Linetal. 2011), le SIDA (Cloke et al. 2012), la vascularite associée aux ANCA (PC et al. 2015),
le paludisme (Rocha et al. 2015), mais également pendant la grossesse (Ssemaganda et al. 2014).
En effet, dans ce dernier cas, la suppression de I’activité des lymphocytes T est nécessaire pour
la tolérance materno-feetale. D’ailleurs, les LDNSs issus de patients atteints de lupus érythémateux
semblent avoir également plus tendance a former des NETSs, ce qui va a auto-alimenter
I’inflammation chronique due a la présence d’autoantigénes se retrouvant sur ces filets de
chromatine extracellulaires (Villanueva et al. 2011). Concernant 1’origine des LDNs, peu

d’informations sont disponibles a ce jour. Néanmoins, il s’agit d’un groupe hétérogene de cellules
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aux caractéristiques particuliéres, qui présentent des noyaux polylobés, mélangées a cellules a
morphologie plus proche des myélocytes. Probablement, il s’agit de cellules immatures libérées
dans la circulation sanguine a partir de la moelle osseuse a cause d’un état d’inflammation
chronique (Denny et al. 2010; Kaplan 2015). Le sujet de leur origine reste tout de méme
controversé en raison d’un maque de marqueurs spécifiques pour cette sous-population de
neutrophiles.

Un dernier sous-groupe de neutrophiles associés au cancer est le groupe de Tumor-Associated
Neutrophils ou TANSs. Ces cellules peuvent étre différenciées en N1 and N2, ce qui rappelle la
classification des macrophages en M1 et M2 (Fridlender and Albelda 2012)(Fridlender et al.
2009; Galdiero et al. 2013). En effet, tout comme les deux catégories de macrophages, les N1 et
N2 ont respectivement des fonctions antitumorales ou pro-tumorales. Les TANs N1 sont associés
a une action pro-inflammatoire et antitumorale, différemment des TANs N2 qui montrent une
activité pro-tumorigéne (Fridlender et al. 2009). La population de TANs semble étre sélectionnée
sur la base du microenvironnement tumoral. En effet, la présence du transforming grow factor-
beta (TGF-) a une action qui pousse les TANs vers le phénotype N2, donc pro-tumeur, montrant
ainsi que les TANs peuvent montrer un phénotype aussi bien pro que anti-tumeur, selon le
microenvironnement (Fridlender et al. 2009; Sionov et al. 2014). De plus, il existe un lien entre
les LDNs et les N2, puisque chez I’animal présentant une tumeur, le nombre de LDNs est
augmenté. Ces derniers montrent toutefois un pouvoir cytotoxique moindre, ainsi qu’une
expression de cytokines réduite. Sagiv et collaborateurs proposent que ces LDNs aux fonctions
immunosuppressives soient la source des N2, étant considérés comme des neutrophiles encore
immatures (Sagiv et al. 2015). Néanmoins, les informations concernant les deux typologies de
TANSs, N1 et N2, et leur rapport avec le microenvironnement restent valide uniquement au niveau
d’expérimentation animale, alors que chez I’homme ce paradigme reste pour la plupart encore
peu clair.

Globalement, trois populations de neutrophiles sont présentes chez les individus atteints de
cancer : les neutrophiles normaux a haute densité, les LDNs immatures et les LDNs matures. De
plus, les TANs N1 peuvent montrer le phénotype N2 immunosuppresseur et soutenir la

tumorigenese (Wu et al. 2014).

1.2.1.3 Fonctions du neutrophile humain

En termes généraux, les fonctions immunitaires du neutrophile sont nombreuses (Figure 19).
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Figure 19- Les fonctions-clé des neutrophiles humains ou hPMNs.

Les hPMNs régissent aux pathogénes de fagcon multiple : par la production de dérivés réactifs de ’oxygene, par la
dégranulation, ce qui permet la libération du contenu antimicrobien des granules intracellulaires, par la production
de cytokines et chémokines inflammatoires qui induisent le recrutement des autres cellules immunitaires aux sites
infectieux, en amplifiant la signalisation immunitaire. (Malech et al. 2020).

Tout d’abord, suite a I’installation d’une infection ou une inflammation, les macrophages situés
localement au foyer infectieux commencent a produire des cytokines pro-inflammatoires, qui a
leur tour vont provoquer la dilatation des vaisseaux sanguins et des modifications au niveau de
leur endothélium. Ensuite, cela permet a d’autres monocytes et aux plus nombreux neutrophiles
d’étre recrutés. Ces cellules quittent le torrent circulatoire par un mecanisme appelé diapédese,
afin de se rendre au site infectieux. Cette premiere fonction est assurée par le gradient
chimiotactique qui guide les hPMNs par des signaux d’origine microbienne ou endogéne. Une
fois arrivées au site d’infection, ces cellules commencent un processus d’activation. Ainsi, il y a
une nouvelle vague de sécrétion de cytokines et chémokines, afin de recruter d’autres cellules
immunitaires et « lancer I’alarme » au niveau de 1’organisme. En plus, la dégranulation, un
processus qui permet aux neutrophiles de libérer le contenu des granules dans le milieu
extracellulaire, et la production de dérivés réactifs de 1’oxygene, notamment d’ion superoxyde

produit par la NADPH oxydase, facilite la mort des pathogenes. En effet, ces cellules sont des
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phagocytes tres efficaces, puisque leur activité de phagocytose permet I’ingestion et la
neutralisation intracellulaire par digestion des pathogénes (Murphy and Weaver 2017).
L’interaction entre pathogéne et neutrophile peut se faire de deux maniéres: soit par la
reconnaissance directe des motifs moléculaires associés aux pathogénes ou PAMPSs, reconnus
par des récepteurs spécifiques des neutrophiles appelés PRRs (pattern recognition récepteurs),
soit les pathogénes, préalablement opsonisés, sont reconnus de facon indirecte par
I’intermédiaire du récepteur du fragment Fc des immunoglobulines (Fc receptors) ou par les
récepteurs du complément, interagissant avec des facteurs de la cascade. Une fois phagocytés,
les pathogénes se retrouvent a I’intérieur d’une vésicule appelée phagosome, qui commence un
processus de maturation se terminant par la fusion avec les granules du neutrophile. Cela va créer
un environnement toxique du fait de la libération de protéases, phospholipases et peptides
cationiques, ainsi que grace a la production de DROs a I’intérieur du complexe phagosome
(Otagiri et al. 2017).

Le processus de NETose ou Neutrophil Extracellular Traps va donc se rejouter et a compléter
les fonctions immunitaires du neutrophile. En effet, ce mecanisme permet de tuer de fagon

extracellulaire les pathogenes a travers I’activité antimicrobienne du contenu granulaire.

1.2.1.4 NETose : L’histoire d’une découverte

- Japon, 1996, Département d’Immunologie et Parasitologie, Faculté de médecine de
I’Université de Yamagata

L’histoire scientifique de la NETose commence véritablement dans une ville d’environ 250 000
habitants, la méme population municipale de la ville de Strasbourg. C’est ici que Hiroshi Takei,
Professeur a I’Université de Yamagata et son équipe observeérent et décrivirent pour la premiére
fois des changements morphologiques particuliers chez des neutrophiles humains exposés a un
puissant activateur de polynucléaires, 1’acétate de phorbol myristate ou « phorbol 12-myristate
13-acetate » (PMA), qui ne correspondaient ni a I’apoptose ni a la nécrose. Afin de clarifier la
relation entre activation des neutrophiles et mort cellulaire conséquente, I’équipe de Takei mena
des expériences in vitro en appliquant 25ng/mL de PMA (environ 40mM) aux polynucléaires
neutrophiles humains purifiés. L’observation qui suivit fut : « Curieusement, aprés 2h de
stimulation, le noyau a commencé a assumer une structure sphérique. Apres 3h de traitement
avec le PMA, cette agglomération nucléaire est devenue plus évidente et certains neutrophiles

ont montré une rupture nucléaire, suivie d'un relargage du nucléoplasme dans le cytoplasme.
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Apreés 4h, la majorité des cellules étaient remplies d'une fine matrice homogeéne. » (Takei et al.
1996). Takei et collaborateurs ne le savaient pas encore, mais cela fut la toute premiére
description du phénoméne de NETose.

En 1998, toujours au Japon, la génération de NETS fut également et inconsciemment décrite par
une équipe du Département de Biologie de Tokyo. En effet, ces auteurs décrivirent les
changements cellulaires des hPMNs exposés a 100ng/ml de PMA pendant 5h comme
« dégénérescences morphologiques avec une augmentation du volume cellulaire et un certain
nombre de structures formées a partir des cellules traitées avec le PMA » (Suzuki and Namiki
1998).

- Allemagne, 2004, Institut de Biologie Infectieuse « Max Planck Institute » de
Berlin.
Cependant, il a fallu attendre le 5 mars 2004 et le travail innovateur de 1’équipe du Professeur
Arturo Zychlinsky, publié dans « Science », pour en arriver au vrai « baptéme » de ce processus
remarquable. Ce fut, en effet, Volker Brinkmann a dénommer « Neutrophil Extracellular Traps »,
ou NETosis, le phéenoméne engendre non seulement par des stimuli chimiques, tels que le PMA,
mais également par des stimuli bactériens, dont S. aureus, en décrivant ainsi pour la premiere

fois la fonction antibactérienne du processus.

Un nouveau mécanisme de défense immunitaire opéré par les neutrophiles humains venait d’étre

signalé, en dehors de I’activité de phagocytose et de dégranulation :

« Etonnamment, nous voyons que les neutrophiles activés, contrairement aux cellules non
stimulées, produisent des structures extracellulaires remarquables. Ces fibres, ou NETS, sont
tres fragiles, et les échantillons ont di étre laveés et fixés pour les préserver » (Brinkmann et al.
2004).

En effet, les neutrophiles humains exposés a certains stimuli chimiques ou bactériens montraient,
dans I’étape finale, 1’extrusion de structures filamenteuses non entourées de membranes, ne
s’agissant donc pas de pseudopodes, dans le milieu extracellulaire. Ces fibres sont composées
principalement d’ADN, qui en constitue la structure de base. Les filets de chromatine sont
également décorés de protéines dérivées des granules azurophiles (ou primaires), tel que
I’¢élastase du neutrophile ou EN, la myélopéroxydase (MPO) et la cathepsine G, et du contenu
des granules secondaires et tertiaires, tel que la lactoferrine et la gélatinase, respectivement, qui,

ensemble avec les histones, exercent une activité antimicrobienne (Brinkmann et al. 2004). Les
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NETSs chargés en protéines et peptides antimicrobiens sont produits afin de pieger et tuer les
pathogénes, a travers a la fois une action mécanique du réseau d’ ADN, trés collant, et une action
microbicide assurée par les protéines et peptides d’origine granulaire et les histones. De plus, la
concentration locale trés élevée de ces agents antimicrobiens, facilite 1’¢limination des agents
infectieux. Ce phénomene permet ainsi de tuer les bactéries bien avant leur phagocytose
(Brinkmann et al. 2004).

Tout d’abord, nous pourrions avancer une premicre hypothése, puisque on remarque une
similitude intéressante entre S. aureus et le neutrophile : d’un c6té la sécrétion des facteurs de
virulence assure la dissémination bactérienne, et de I’autre le relargage de fibres de chromatine
décorées par des peptides antimicrobiens piége et tue les pathogénes. La bactérie et I’immunité
humaine sembleraient se battre « a armes égales », essayant d’éviter un véritable combat

rapproche.

Depuis I’identification de cette nouvelle stratégie immunitaire, la littérature au sujet de la
NETose n’a cessé de s’enrichir. Grace a cela, nous avons pu collecter des données

supplémentaires concernant ce processus, que nous expliquerons par la suite.

La NETose est un processus intéressant les leucocytes humains, tout comme ceux des animaux,
dont le neutrophile est la cellule mieux caractérisée. D’autres cellules, telles que les monocytes
(Granger et al. 2017) et les macrophages (Mohanan et al. 2013; Wong and Jacobs 2013; Bonne-
Année et al. 2014), ainsi que les éosinophiles (Simon et al. 2011; Yousefi et al. 2012) et les
mastocytes (Von Kdckritz-Blickwede et al. 2008; Lin et al. 2011), peuvent présenter ce méme
phénomene, mais les études disponibles sont moins nombreuses. Au fil des annees, les
informations issues des travaux japonais datant 1996 et 1998, et les découvertes décrites par
Brinkmann et collegues en 2004, ont été finalement associées, ayant en effet décrit les différentes

étapes d’un méme processus NETotique.

1. «Le noyau a commence a présenter une structure sphérique » (Takei et al. 1996). Cette
étape est, a tous égards, la phase de décompactage de la chromatine nucléaire, qui produit
des changements au niveau de la morphologie du noyau du neutrophile. Ainsi, la forme
polylobée du noyau est perdue et le noyau devient effectivement sphérique (Sollberger et
al. 2018b).

2. « Cette agglomération nucléaire est devenue plus évidente et certains neutrophiles ont

montré une rupture nucléaire» (Takei et al. 1996). Suite a la premiere étape, ou le noyau
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est compromis, la membrane nucléaire est désintégrée, sans que la membrane plasmique

en soit pourtant affectée (Sollberger et al. 2018b).

« On remarque une dégénération morphologique avec une augmentation du volume
cellulaire» (Suzuki and Namiki 1998). L’augmentation du volume a I’intérieur d’une
cellule encore non perméabilisée représente la phase de « mixing », ou le contenu du
noyau et le contenu des granules du neutrophile sont mélangés. Cela permet aux protéines
et peptides antimicrobiens de s’associer a la structure de la chromatine (Sollberger et al.
2018b).

« Les neutrophiles activés produisent des structures extracellulaires remarquables »
(Brinkmann et al. 2004). Cette phase décrit précisément 1’étape du relargage des NETs
dans I’environnement extracellulaire. Cela est immédiatement précédé par la rupture de

la membrane cytoplasmique (Sollberger et al. 2018b). La NETose a lieu (Figure 20).

Figure 20- Schéma représentatif des étapes principale du processus de NETose.

(1) Les hPMNs stimulés montrent en premier lieu un changement morphologique du noyau, qui devient
rond. Les granules sont désintégrés et leur contenu est libéré au cytoplasme. (2) la membrane nucléaire est
perméabilisée, pendant que la membrane cytoplasmique est encore intégre. (3) Le contenu du noyau et des
granules sont mélangés et il y a I’association des protéines et peptides antimicrobiens (points blancs, dans
I’image) a la chromatine décompactée. (4) in fine, la membrane plasmique est perméabilisée et il y a la lyse
du neutrophile et relargage des filaments de chromatine décorés par les agents antimicrobiens d’origine
granulaire (NETS).
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Ce phénomeéne a été défini comme un « processus de mort programmeée », tout comme d’autres
mécanismes propres au neutrophile, tels que I’apoptose, parmi d’autres. Néanmoins, concernant
la biologie du neutrophile, cette fonction représente effectivement un autre mécanisme de défense

antimicrobienne.

1.2.2 La NETose et ses « déclinaisons »

Il est encore assez compliqué de décrire de maniere compléte et univoque le processus de
NETose, se basant sur les caractéristiques présentées par toutes les publications qui traitent ce
sujet.
Toutefois, nous pouvons affirmer que, de maniere génerale, la NETose est un processus de duree
variable, dependamment du stimulus applique, qui implique la production de DROSs, I’extrusion
de fibres de chromatine dans le milieu extracellulaire et la présence, sur ces fibres, de marqueurs
de NETose, tels que les protéines antimicrobiennes élastase du neutrophile et myélopéroxydase.
Les NETSs sont les filaments de chromatine expulsées dans 1’étape finale du processus. Il s’agit
de fibres a ultrastructure inusuelle, définies comme structures a apparence lisse et de diameétre
d’environ 17nm, formées par des nucléosomes empilés et modifiés (Brinkmann and Zychlinsky
2012). Cette structure est constellée de domaines globulaires d’environ 50 nm de diamétre,
constitués de protéines granulaires (Brinkmann et al. 2004). Cependant, a leur état non fixé et
dans un milieu de culture qui en assure 1’hydratation, ces structures apparaissent plutot comme
un nuage extracellulaire occupant un volume de 10 a 15 fois plus grand que celui de la cellule
d’origine (Brinkmann and Zychlinsky 2012). Cette mort cellulaire programmée s’éloigne des
caractéristiques typiquement retrouvees lors des processus d’apoptose, de nécroptose ou de
nécrose (Kenny et al. 2017). Notamment, la NETose a été définie étant un mécanisme opposé a
I’apoptose, en raison de 1’inhibition de I’activation des caspases pendant ce processus (Remijsen
et al. 2011). Considérant ces notions, les chercheurs ont d’abord voulu trouver les détails sous-
jacents a la mécanique d’un processus qui, au fur et a mesure, résultait étre impliqué dans des
états pathologiques humains tels que le sepsis et les maladies auto-immunes, allant donc au-dela
d’un role purement antibactérien et immunitaire (Clark et al. 2007; Kessenbrock et al. 2009;
Hakkim et al. 2010).
Ainsi, des €léments décrits comme nécessaires au déroulement du processus de NETose ont fait
I’objet d’articles parus de maniére précoce, qui pourtant montraient des contradictions (Wang et
al. 2009; Remijsen et al. 2011; Parker et al. 2012; Douda et al. 2015b).
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Le fait que plusieurs inducteurs de nature trés différente puissent aboutir & un méme processus
rend 1’étude de cette mort cellulaire a la fois complexe et trés fascinante.

En résumé, la NETose du neutrophile humain peut étre induite non seulement par des inducteurs
de type chimique, tel que le PMA, mais également par des virus, des levures, des parasites, des
cytokines, des cristaux, des bactéries, ou encore des produits bactériens sécrétés, parmi d’autres
(Kenny et al. 2017).

Ainsi, chaque stimulus montre des différences concernant la cinétique du processus de NETose
et des caractéristiques moléculaires propres a chaque voie de signalisation activée. Néanmaoins,
les 4 étapes que nous avons décrites au début de ce chapitre, strictement liées a la morphologie,
sont globalement communes a toutes les formes de NETose, indépendamment du stimulus
inducteur (Sollberger et al. 2018b).

La littérature au sujet de la NETose a commencé a définir ce processus étant « stimulus-
dépendant » précisément en raison d’une telle variété de différences (de Bont et al. 2018).

De ce fait, ils existent a ce jours différents mécanismes de formation de NETSs présents dans la
littérature, qui peuvent étre associées ou non associés a la mort cellulaire.

En effet, le concept méme d’expulsion de NETs, de mani¢re dissociée de la mort cellulaire
connue sous le nom de NETose a été nommé NETose vitale ou Vital NETosis (Pilsczek et al.
2010). Les auteurs qui ont décrit en premier ce mécanisme alternatif ont indiqué que les
neutrophiles exposes a la bactérie Staphylococcus aureus montraient un processus tres rapide de
relargage d’ADN en milieu extracellulaire, sans montrer une lyse de la membrane plasmique
(Pilsczek et al. 2010). Ce nouveau processus serait effectué entre 5 a 60 min apres 1’exposition
des cellules a la bactérie, et impliquerait la génération de « blebbing », ou bourgeonnement, de
vésicules provenant du noyau. En effet, ce dernier montre des changements rapides et passe d’une
morphologie polylobée a une forme ronde, suite a la séparation des membranes nucléaires interne
et externe. Ensuite, il y a la formation de vésicules contenant I’ADN nucléaire en « paquets »,
relachées dans le milieu extracellulaire via un mécanisme semblable a 1I’exocytose cellulaire et
indépendant de la génération de DROs. Une fois dans le milieu extracellulaire, les vésicules
s’ouvrent afin de piéger la bactérie, tout en gardant le neutrophile qui les a produits en état vital.
Le dudit mécanisme, au nom clairement oxymorique, serait soutenu par le concept que les
neutrophiles, comme d’autres cellules sanguines, pourraient survivre a I’extrusion de leur ADN,
et continuer a exercer leurs fonctions en version anucléé dans la circulation sanguine (Yipp and
Kubes 2013). Des exemples qui sont souvent portés a soutient de cette thése sont les globules
rouges, qui présentent un noyau dans leurs stades plus immatures, pour ensuite le perde a la fin

de leur maturation, tout en gardant leurs fonctions, ou encore les plaquettes, tout aussi anucléés
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(Yipp and Kubes 2013). D’ailleurs, les neutrophiles ayant expulsé leur ADN, pourraient
maintenir leur capacité de phagocytose, prouvant ainsi que la cellule arrive & garder son activité

antimicrobienne, méme en 1’absence du matériel génétique (Yipp and Kubes 2013).

D’autres auteurs, ont enrichi les études sur la NETose Vitale montrant que les NETs formés lors
de ce phénomeéne pourraient avoir une origine mitochondriale et indépendante des DROs, si pré-
stimulés (primed) avec le GM-CSF ou granulocyte/macrophage colony-stimulating factor, et par
une bréve stimulation successive des récepteurs C5aR et TLR4 (Yousefi et al. 2009). Cela
montrerait que le neutrophile se libere uniquement de I’ADN provenant de ces organelles, sans
pourtant expulser I’ADN nucléaire, avec un mécanisme semblable a une « catapulte a ADN
mitochondrial », qui d’ailleurs ne limite pas, et au contraire semble prolonger, la durée de vie de
la cellule qui génére ce type de NETs (Yousefi et al. 2009). Plus récemment, d’autres auteurs
ont décrit un mécanisme similaire, ou les neutrophiles stimulés avec des complexes immuns de
ribonucléoprotéines ou Ribonucleoprotein immune complexes (RNP 1Cs) montrent des
mitochondries hypo-polarisées qui transloguent a la membrane plasmique (Lood et al. 2016). Le
processus se termine par la production de NETs constitués totalement, ou en partie, d’ADN
mitochondrial. Ce processus serait d’ailleurs soutenu par un burst oxidatif tout aussi dérive de
la mitochondrie (MtDROs), ce qui expliquerait 1’état oxydé de I’ADN mitochondriale retrouvé
dans le milieu extracellulaire (Lood et al. 2016). Un tel type d’ADN oxyd¢ serait lié a certaines
conditions inflammatoires et auto-immunitaires (Lood et al. 2016). Plus en géneral, ce
mécanisme permettrait aux neutrophiles de maintenir les propriétés antibactériennes de base,
sans contredire le paradigme classique qui prévoit que ces cellules immunitaires restent vivantes

pour effectuer leurs fonctions (Yipp and Kubes 2013).

D’ailleurs, quand les NETs sont associés a la mort de la cellule, un phénomene semblable a la
NETose, mais biologiquement différent, pourrait avoir lieu. C’est le cas de la nécroptose, une
mort cellulaire également appelée « nécrose programmée », ou encore de la Leukotoxic
Hypercitrullination (LTH), dont on parlera dans plus tard dans ce manuscrit. Il s’agit
globalement de deux morts cellulaires se terminant par I’expulsion de fibres d’ADN décorées par
les marqueurs classiques de NETose, comme I’EN ou la MPO, ou NET-like structures, et donc
non assimilables a une mort par nécrose passive. Plus en particulier, concernant la nécroptose,
il s’agit d’une mort cellulaire programmée et « lytique » récemment comparée a la NETose, qui
pourtant passe par une voie de signalisation bien précise et univoque, impliquant le receptor-

interacting protein kinase 3 (RIPK3) et le mixed lineage kinase domain-like (MLKL) (Desai
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et al. 2016, 2017). D’ailleurs, des inhibiteurs spécifiques des kinases RIPK3 ou MLKL, un
composé appelé necrostatine-1 ou Nec-1 ou le nécrosulfonamide respectivement, seraient
suffisants pour inhiber complétement le processus de nécroptose induit par des stimuli tels que
des particules d’origines différentes, les cristaux d’urate monsodique (MSU) ou encore le PMA
(Desai et al. 2016, 2017). Cependant, une contradiction est remarquée si 1’on compare ces
résultats a ceux d’une publication parue en 2017 et publiée par Kenny et collaborateurs, puisque
ces derniers auteurs montrent que le processus de NETose est indépendant de la voie de
signalisation de la nécroptose, et surtout non inhibé par un pré-traitement avec la Nec-1, du moins
pour des stimuli comme le PMA, parmi d’autres (Kenny et al. 2017). L’ouvre de ces derniers
auteurs montre d’ailleurs la panoplie de voies de signalisation et de différents éléments en jeu
qui existent entre des stimuli de diverse nature, se terminant par la génération de NETs (Kenny
et al. 2017).

Concernant la nature des NETs produits dans les différents conditions et par les différents stimuli,
il faut remarquer également que leur action vis-a-vis de la réponse inflammatoire peut
également varier, comme démontré par Ribon et collaborateurs (Ribon et al. 2019). Par une
étude de comparaison entre patients atteints de PR et des patients en bonne santé, ces auteurs ont
montré que les NETs pouvaient avoir des réles aussi bien anti- que pro- inflammatoires
dépendamment du microenvironnement. En particulier, pour les deux types de sujets a 1’étude,
les donneurs sains et les malades, les NETs stimulent 1’activité pro-inflammatoire des autres
neutrophiles et des macrophages, ayant une action encore plus importante dans le cas des NETSs
des malades de PR, avec une augmentation des cytokines pro-inflammatoires produites et une
surexpression de HLA/CD86/CD111b. De plus, le facteur du complément C1q et la protéine
antimicrobienne LL37 influencent positivement 1’action inflammatoire que les NETs ont sur les
macrophages. Toutefois, les mémes auteurs montrent également une influence antinomique des
NETSs concernant 1’état inflammatoire induit, puisqu’ils remarquent que ces derniers inhibent la
production d’IL-6 uniquement chez les macrophages stimulés avec du LPS, toujours en concert
avec le Clq et LL37, ce qui est accompagné d’une induction de la production d’IL-10. Cela
indique globalement que les NETs peuvent étre a la fois pro- et anti-inflammatoires,
vraisemblablement en fonction de la cellule cible, de leur état d’activation et du contexte en terme
de Clq et LL37, plus en particulier, ce qui in vivo pourrait s’avérer étre un mécanisme tres
finement régulé et dépendant de I’équilibre entre les différents facteurs en jeu (Ribon et al.
2019).
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En raison d’un tel nombre de variantes de NEToses et de « pseudo-NEToses », de natures et
fonctions associées aux NETS et de discrépances entre les différents résultats des publications,
pour ce manuscrit nous préférons opter pour une distinction plus classique, ainsi identifiant plus
généralement deux types principaux du phénomeéne, en se basant sur la source de DROs
mobilisées.

Nous décrirons alors plus dans les détails les informations concernant la NETose NADPH
oxydase-dépendante et celles liées a la NETose NADPH oxydase-indépendante.

1.2.2.1 La NETose NOX-dépendante

11 s’agit de la forme de NETose la mieux décrite dans la littérature scientifique. Compte tenu des
études préliminaires qui ont permis d’identifier le processus, la NOX-dépendante est parfois
appelée NETose classique. En effet, il est facile d’en comprendre la raison, si 1’on pense que le
stimulus typique provoquant la NETose NOX-dépendante est souvent représenté par le PMA. En
général, des anticorps (Garcia-Romo et al. 2011; Behnen et al. 2014), des microbes (Fuchs et al.
2007), le cholestérol (Warnatsch et al. 2015), ou des mitogenes, tels que la concanavaline A
(Amulic et al. 2017) et justement le PMA, poussent les neutrophiles humains a produire des
DROs a partir de la NADPH oxydase. Ce complexe enzymatique est également appelé NOX2
ou simplement NOX, et il s’agit de la forme réduite du nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate, une oxydoréductase tres présente chez les phagocytes dont I'unique fonction est de

catalyser la production de DROs (Figure 21).
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Granule secondaire du neutrophile humain

Cytoplasme

Figure 21- Activation du complexe enzymatique NADPH oxydase.

L’enzyme NADPH oxydase est présente chez les neutrophiles non stimulés sous forme de sous-unités ancrées a la
membrane et de sous-unités présentes sous forme libre dans le cytoplasme, séparées les unes des autres. Une fois
qu’un stimulus active le récepteur phagocytaire, il y a d’abord la phosphorylation des sérines du composé p47 du
cytosol et I’activation de Rac2. La phosphorylation de p47 a une fonction de guide pour les composés cytosoliques
qui vont s’assembler a la membrane avec les composés déja ancrés a la membrane des granules secondaires. Ces
derniers, en paralléle, vont fusionner avec le phagosome pour pouvoir expliciter la fonction de la NADPH oxydase
dans le compartiment contenant les pathogenes. Le transfert d’électrons aux molécules d’oxygéne génére 1’ion
superoxyde qui a la double fonction de détruire les microbes a I’intérieur du compartiment intracellulaire, et d’activer
les protéases contenues dans les granules primaires, ayant ainsi une fonction antibactérienne.

Adapté de (DeFranco et al. 2007)

L’activation de la NOX est provoquée en amont par ’activation de la voie de signalisation des
kinases « MAP », ou mitogen-activated proteins, en particulier PKC, c-Raf, MEK, Akt et ERK
(Hakkim et al. 2011). D’ailleurs, Remijsen et collaborateurs indiquent qu’un processus
d’autophagie se déroule parallelement et est indispensable a la NETose NOX-dépendante, avec
un lien probable avec le « burst » oxydatif (Remijsen et al. 2011). Les DROs produits, de leur

coté, vont induire la libération d’un complexe macromoléculaire appelé azurosome a partir des
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granules. Ce complexe est constitué de I’enzyme myélopéroxydase (MPQO) associée a 8
protéines, dont I’élastase du neutrophile (EN), une sérine protéase stockée dans les granules
primaires des phagocytes. L’azurosome est localise au coté interne de la membrane des granules
(Metzler et al. 2014). Les DROs, principalement sous forme de radicaux superoxydes O,
subissent une dismutation spontanée ou par l’action des superoxydes dismutases (SOD)
cellulaires, en peroxyde d’hydrogene ou H>O>. L’H>0> est transformé en HOCI par I’action de
la MPO, qui est activée par les DROs, induisant également la libération d’EN dans le cytoplasme
(Metzler et al. 2014). L’EN clive la F-actine et transloque au noyau, probablement par diffusion
passive & travers les pores de la membrane nucléaire (Metzler et al. 2014). Ici, I’EN va entrainer
la décompaction de la chromatine, en agissant au niveau des histones. A cette étape participe
en parallele la MPO, qui amplifie les effets sur la décompaction de la chromatine (Metzler et al.
2014). L’expansion de la chromatine décompactée se produit en absence de rupture de la
membrane plasmique. Des médiateurs aussi bien inflammatoires qu’anti-inflammatoires,
participent a la NETose NOX-dépendante, dont la prostaglandine E> et la proteine C activée
(Shishikura et al. 2016; Healy et al. 2017). D’autres facteurs ont une influence sur la régulation
de la NETose, comme le niveau d’O2, CO», bicarbonate et de pH (Branitzki-Heinemann et al.
2016; Mauerdder et al. 2016).

Etonnamment, la NETose NOX-dépendante implique la réactivation du cycle cellulaire et donc
la sortie de la phase GO, phase dans laquelle les hPMNSs se retrouvent une fois sortis de la moelle
osseuse. Ainsi, il y a I’expression des kinases dépendantes de la cycline ou CDK, dont CDKG®,
qui est abondamment exprimée pendant la NETose, tout comme le marqueur de prolifération
cellulaire Ki-67 (Amulic et al. 2017). Cette réactivation du cycle cellulaire permet le déroulement
de certains événements de la phase M du cycle cellulaire, comme la désorganisation de
I’enveloppe nucléaire par la phosphorylation des lamines et la séparation du centrosome, des
manifestations que I’on retrouve pendant le processus de NETose. Cependant, la transcription
des génes des histones et la synthése d’ADN, correspondant a la phase S, sont absents pendant

le processus NETotique.

Plus récemment, différents auteurs ont décrit dans les détails 1I’important mécanisme a travers
lequel la lyse des membranes nucléaire et plasmique ont lieu dans deux phases spécifiques du
processus de NETose (Chen et al. 2018; Sollberger et al. 2018a). Ces auteurs ont démontré le
role d’une protéine formant des pores, la Gasdermine-D ou GSDMD, a la fois produisant un

effet de feedback positif sur la libération de I’ADN et d’EN, et également responsable de I’étape
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de lyse cellulaire par la formation de pores a la membrane plasmique. Cette derniere découverte

explique ainsi I’étape terminale de libération des NETs dans 1’espace extracellulaire (Figure 22).

Inducteur
de NETose
(PMA-like)

MPO PR
/ Den hfesnmo

Modification
des histones

 D’autres
_ facteurs?

Expansion
du noyau

Figure 22 - Contribution de la Gasdermine-D d’aprés le modéle de Sollberger et collaborateurs.

(Sollberger et al., 2018)

Globalement, la GSDMD est une protéine au role bien défini et corrélé a une mort cellulaire
typiquement induite chez les macrophages, la pyroptose, dont un inhibiteur spécifique, la
nécrosulfonamide, a été décrit étant trés efficace pour bloquer complétement son action pro-
inflammatoire (Rathkey et al. 2018). Il est important de souligner que ce méme inhibiteur est
employé pour bloquer la nécroptose et ainsi la distinguer le la NETose (Kenny et al. 2017). En
effet, cet inhibiteur bloque I’activité de la GSDMD via une liaison directe a la protéine,
empéchant 1’oligomérisation du fragment p30-GSDMD. Cette inhibition rend donc impossible

la formation de pores par la protéine pendant cette mort cellulaire (Rathkey et al. 2018).
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Toujours en 2018, les deux publications susmentionnées sont parues dans le journal « Science »,
montrant conjointement que la GSDMD est impliquée dans deux morts cellulaires a la fois, la
pyroptose et la NETose, représentant ainsi le point commun entre les deux processus (Chen et al.

2018; Sollberger et al. 2018a). Concernant la NETose, elle est nécessaire, en concert avec la
caspase 4/11, pour la perméabilisation de la membrane nucléaire et donc associée aux
changements morphologiques typiquement retrouvés lors des stades précoces du phénomene.
Ainsi, la GSDMD est essentielle pour une action plus spécifiquement vis-a-vis des pathogenes
extracellulaires, quand elle est associee & la NETose et aux neutrophiles, et une action
antibactérienne intracellulaire concernant les macrophages, constituant globalement le point
clé d’une stratégie immunologique bien coordonnée (Chen et al. 2018; Sollberger et al. 2018a).
Malheureusement, concernant la NETose, 1’élégant mécanisme décrit par les auteurs n’est pas
également observable avec d’autres inducteurs de NETose tels que la nigéricine, un antibiotique
dérivé de la Streptomyces hygroscopicus et la calcimycine, ou A23187, produite pendant la
fermentation de Streptomyces chartreusensis. En particulier, ce dernier stimulus semble
dépendre de la GSDMD seulement dans une moindre mesure (Sollberger et al. 2018a), activant
par ailleurs une voie de signalisation différente du PMA, notamment en ce qui concerne la
mobilisation de DROs, qui est opérée a partir d’une source alternative de dérivés oxygénés
(Douda et al. 2015b).

1.2.2.2 La NETose NOX-indépendante

Quand en 2009, Wang et collaborateurs décrivirent une nouvelle caractéristique propre au
processus de NETose, 1’idée que plusieurs formes de ce phénomene pourraient coexister n’avait
été pas encore formulée de facon claire. Le PMA, largement employé dans les études in vitro du
phénomene, a souvent eté remplacé par d’autres stimuli provoquant la NETose. Ainsi, Wang et
collaborateurs utiliserent un ionophore calcique pour affirmer que pendant la NETose 1’enzyme
peptidyl-arginine désaminase 4 (PAD4), trés exprimée chez les neutrophiles humains,
provoque une hypercitrullination des histones. Cette modification post-traductionnelle prévoit
la conversion des résidus d’arginines (Arg) en citrullines (Cit), des acides aminés non
conventionnels. Les acides aminés citrullines sont ainsi présents dans la structure de plusieurs
protéines du neutrophile. D’aprés les auteurs de 1’étude, 1a citrullination serait opérée afin de
décondenser la chromatine du neutrophile, une étape fondamentale du processus de NETose
(Wang et al. 2009). En effet, les ionophores calciques augmentent le niveau de calcium
intracellulaire, un ion qui, & son tour, va se complexer a la PAD4 en I’activant (Luo et al. 2006;

Neeli et al. 2008). La PAD4, une fois transloquée au noyau, catalyse la conversion des résidus
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arginines chargés positivement, notamment présents sur les histones, en un résidu citrulline, a
charge neutre (Wang et al. 2009; Li et al. 2010). Cela provoque une perturbation au niveau des
interactions ioniques entre les histones, normalement chargés positivement, et I’ADN, a charge
nette négative, pour in fine provoquer la décondensation de cette derniere (Hamam and Palaniyar
2019).

2010. L’histoire de la NETose revient au Japon.

Pilsczek et collaborateurs décrivent un nouveau mécanisme de production de NETs induit par S.
aureus, pendant lequel les neutrophiles relarguent de I’ADN en deux phases : d’abord il y a
formation de vésicules intactes ; ensuite ces derniéres éclatent pour libérer les filets de
chromatine dans le milieu extracellulaire. Ce mécanisme, déja decrit precédemment, est tres

rapide (5 a 60 min) et indépendante des DROs produits par la NADPH oxydase. D’ailleurs, ces

auteurs ont suggéré pour la premiére fois I’implication de la LPV dans le mécanisme de formation
de NETs induit par S. aureus, ce qui explique également les contradictions entre leurs résultats
et I’étude menée par Fuchs et al. (Fuchs et al. 2007; Pilsczek et al. 2010). En effet, ces derniers
auteurs avaient montré que S. aureus produisait une NETose NADPH oxydase-dépendante.
Cependant, la production des facteurs de virulence exprimeés par les souches de S. aureus
différaient entre ces deux travaux scientifiques, puisque les conditions de culture utilisées pour
les études de Fuchs et al. ne permettaient pas I’expression des mémes toxines bactériennes

retrouvées dans les expériences de Pilsczek (Konig and Andrade 2016).

2012. Quelques années plus tard, en 2012, Parker et collegues (Parker et al. 2012) analyserent le
role de la production de DROs pendant la formation des NETSs suite a ’action du PMA, mais
également de trois especes bactériennes et de la ionomycine, se basant sur les études de Wang
et collégues du 2009. Leur résultat définit que, alors que le PMA et les stimuli bactériens testés

nécessitent 1’activité de la NADPH oxydase, la ionomycine provoquait une NETose

indépendante de la NOX2. Ce fut la premiére publication qui déclarait de facon générale que, a

coté de la NETose classique, il pouvait en exister une forme alternative, la NETose NOX-
indépendante. D’ailleurs, I’activité de la MPO est également remise en discussion par ces
auteurs, qui en indiguent la participation uniquement dans la NETose induite par le PMA, et pas
dans la NETose induite par les bactéries S. aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.
D’autres caractéristiques ont été listées au fur et a mesure que la recherche au sujet de la NETose

s’enrichissait. En particulier, comme le PMA pour la NETose NOX-dépendante, le ionophore
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calcique A23187 et le ionophore potassique nigéricine, d’origine bactérienne, sont les stimuli le
plus utilisés et les mieux décrits pour la NETose NOX-indépendante (Neeli and Radic 2013;
Kenny et al. 2017). Cependant, d’autres inducteurs de NETose NOX-indépendante ont éte

découverts : des complexes immuns (Van Avondt et al. 2013; Behnen et al. 2014; Deleon-Pennell
et al. 2016), des parasites (Gabriel et al. 2011; Villagra-Blanco et al. 2017), le LPS et les
plaquettes (Clark et al. 2007; von Brihl et al. 2012; Etulain et al. 2015; Park et al. 2016), le pH
alcalin (de Souza et al. 2018), les UV (Azzouz et al. 2018), des levures (Byrd et al. 2013; Wu et
al. 2019), les cristaux d'urate monosodique (UMS) (Chatfield et al. 2018), et d’autres stimuli

chimiques, physiologiques ou pharmacologiques (Neumann et al. 2014; Douda et al. 2015a;
Haase et al. 2016; Tatsiy and McDonald 2018; Hule et al. 2019), qui font I’objet de publications

récentes.

Ces stimuli conduisent a un méme type de NETose, méme si des différences ont été remarquées
parmi les voies de signalisation induites par chaque stimulus. Malgré ces différences, des
caractéristiques communes sont souvent retrouvees : il s’agit d’un phénomene avec une cinétique
normalement plus rapide, caractériseé par 1’augmentation du calcium intracellulaire et la
conséquente activation de 1’enzyme PAD4. Cette derniére induit la citrullination retrouvée a
I’histone H3, impliquant la mitochondrie comme source des DROs nécessaires au deroulement
du processus NETotique. Ce mécanisme est indépendant de la voie de signalisation d’ERK,
dépendant du canal potassique activé par le calcium SK3, et justement indépendante de la
NADPH oxydase (Douda et al. 2015b; Sollberger et al. 2018b). D’ailleurs, tout comme la
NETose NOX-dépendante, la NETose NOX-indépendante a été confirmée étre un processus bien
distinct par rapport a 1’apoptose, la nécrose ou la nécroptose (Remijsen et al. 2011; Kenny et al.
2017), ne montrant pas d’induction d’expression de geénes de novo (Sollberger et al. 2016; Kenny
et al. 2017). Malgré les études disponibles, la NETose NOX-indépendante reste a détailler,

notamment concernant sa voie de signalisation commune.

1.2.2.3 L’étrange cas de la NETose : le Dr « Je-Kill » de la réponse immunitaire, et le « Mr
Hyde » des maladies inflammatoires et auto-immunes

Bien que la NETose ait été définie une nouvelle forme de réponse immunitaire innée, son
caractére « sombre » commencait déja a émerger, comme annoncé dans la discussion de 1’article
de Brinkmann et collaborateurs du 2004. En effet, dans la derniere ligne de cette section de la

publication on peut lire que « les NETs pourraient avoir également des effets délétéres sur I ’hote,
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puisque [’exposition aux complexes d’histones dans le milieu extracellulaire pourrait avoir un
réle dans le développement de maladies auto-immunes, comme le lupus érythémateux

systemique. ».

Effectivement un nombre croissant d’états pathologiques humains ont était reliés a la NETose
depuis sa découverte. Ainsi, le réle immunitaire du processus a été de plus en plus éclipsé par
I’idée que la NETose puisse avoir un effet néfaste sur 1’hote, notamment dans deux situations :
quand le processus est activé de facon exagérée ou quand les mécanismes qui permettent la
clairance des NETs sont défectueux. En effet, une NETose induite de maniere inappropriée a

été reliée au développement de maladies inflammatoires, auto-immunitaires ou d’occlusion

vasculaire, comme la thrombose.

La présence des NETs dans des tissus ou fluides biologiques suite a une perturbation
immunitaire, ainsi que la tendance accrue a développer des infections chez des sujets avec une
dérégulation du processus de NETose (i.e. les patients atteints de CGD), ont été les épreuves
principales de la fonction antibactérienne et donc immunitaire de ce processus. En effet, dans un
contexte de pathologies respiratoires causeées par des infections bactériennes, virales ou
fongiques, les NETs ont un role bénéfique contribuant a la viscosité du mucus au niveau des
sécretions pulmonaires et dans les expectorations, facilitant ainsi 1’élimination des pathogénes
des poumons (Bianchi et al. 2009; Hamaguchi et al. 2012; Cortjens et al. 2016). Dans des cas de
mucoviscidose et de maladies pulmonaires obstructives chroniques, les NETs amélioraient les
fonctions pulmonaires (Dicker et al. 2018). Le revers de la médaille en cas de pathologies
pulmonaires est la participation des NETs a I’aggravation des infections dues a Rhinovirus chez
des patients asthmatiques. Ils contribuent tout aussi négativement dans des pathologies telles que
des lésions pulmonaires aigués et dans le syndrome respiratoire aigu severe (Caudrillier et al.
2012; Toussaint et al. 2017). Au niveau des pathologies dentaires, des défauts congénitaux des
neutrophiles, provoquant une diminution d’efficacité de la NETose, sont liés au développement
de périodontites, alors que chez des patients atteints de périodontites, mais ayant des neutrophiles
normaux, la dégradation des NETs est moins efficace (Chen et al. 2013; Roberts et al. 2016;
White et al. 2016). Concernant I’eil, la NETose a été décrite ayant un réle protecteur vis-a-vis
des infections bactériennes et fongiques au niveau de la cornée, dites kératites, mais elle peut
également exacerber la pathologie et étre impliquée dans des inflammations stériles, tel que la
kératoconjonctivite séche (Sonawane et al. 2012; Shan et al. 2014). Les bactériémies
staphylococciques ont un pronostique positif grace a I’actions des NETs, qui deviennent de moins
en moins efficaces avec 1’age, ce qui explique I’augmentation de bactériémies chez les sujets
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plus ages (Tseng et al. 2012; Yipp et al. 2012). La NETose a été également liée aux lésions
cutanees psoriasiques puisque ces lésions présentent une sévérité accrue due aux NETS chez ces
patients (Lin et al. 2011; Hu et al. 2016).

Dr’ailleurs, a cause de I’action mécanique des NETSs, qui occupent un volume considérable dans
I’espace extracellulaire, le phénoméne de NETose est souvent lié & des maladies d’occlusion
vasculaire, telles que la thrombose. Les NETs favorisent la formation de corps d’occlusion dans
les vaisseaux sanguins par une augmentation de 1’activation des plaquettes, de la coagulation et
de la formation des thrombi (Fuchs et al. 2010; Kambas et al. 2012). En effet, la fonction des
NETs vise a maintenir 1’homéostasie, mais représente également un facteur ayant des
conséquences pathologiques du fait d’une formation exagérée ou inappropriée. En plus, les NETs

sont retrouvés dans des cas d’accidents cérébraux vasculaires (Hirose et al. 2014), de

microangiopathies thrombotiques (Arai et al. 2013; Ramos et al. 2016), c’est-a-dire des

conditions rares entrainant la formation rapide de thrombi au niveau des artérioles,

d’athérosclérose (Borissoff et al. 2013) et de syndrome des antiphospholipides (SAPL), qui est

une condition pathologique auto-immune présentant des manifestations thromboemboliques due
a la présence d’auto-anticorps dirigés contre plusieurs protéines associées aux phospholipides
(Yalavarthi et al. 2015). Pourtant la NETose n’est pas clairement impliquée dans la pathogenése
de ces quatre conditions, s’agissant probablement d’un événement indépendant ou consécutif.

D’autres pathologies ont ¢té liées a la NETose, comme 1’occlusion du conduit pancréatique,

causée par I’accumulation d’agrégats de NETs due a la présence d’ions bicarbonates, cristaux et
pH altéré (Leppkes et al. 2016). A contrario, dans le cas de la goutte, les NETs semblent
participer a la résolution de I’inflammation et a la prévention de la chronicisation de la maladie
(Schauer et al. 2014).

Concernant une autre classe de pathologies multifactorielles, le cancer et la NETose ont été
parfois associés, dépendamment du type de cancer et de ’organe intéressé. Ainsi dans le cas du
cancer du sein, la formation de métastase semblerait étre facilité par le processus de NETose
(Park et al. 2016). Egalement, la coagulation accrue présente dans certaines tumeurs malignes
semble étre due aux NETs (Levi 2016). En revanche, la thérapie anti-cancéreuse par moyen
d’infection virales des tumeurs semble étre efficace grace aux fonctions des neutrophiles, ou

probablement la NETose joue un rdle positif en termes d’effet tumoricide (Breitbach et al. 2011).

Pendant le sepsis, les NETs montrent une fonction protectrice de 1’hote, puisque les patients

présentant plus d’activité NETotique montraient plus de chance de survivre a cette complication
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infectieuse, probablement en raison de 1’activité antibactérienne des NETs (Park et al. 2017).
Cependant, avec la progression de I’infection, les NETs ont été liés a des Iésions pulmonaires et
hépatiques (Saffarzadeh et al. 2012; Weber 2015).

« Last, but not least », quand on fait référence a la NETose on pense en premier lieu au lien
existant entre ce processus et certaines maladies auto-immunes. En particulier, trois pathologies

auto-immunitaires sont associées au phénomene de NETose : le lupus érythémateux systémique

ou SLE, la polyarthrite rhumatoide ou PR, et les vascularites associées aux anticorps anti-

cytoplasme des neutrophiles ou AAV, dont la Granulomatose de Wegener (Niles et al. 1989;

Gupta and Kaplan 2016). Ces trois conditions sont en effet caractérisées par la présence d’auto-
anticorps dirigés contre différents composés des NETs. Ainsi pour le SLE, les patients présentent
des anticorps anti-nucléosome (Wu et al. 2006), dans la PR les auto-anticorps sont dirigés contre

les proteines citrullinées (Sebbag et al. 2004; Vincent et al. 2005) et dans les AAV il y a la

présence d’auto-anticorps diriges contre les composants principaux stockes dans les granules

azurophiles des neutrophiles (Falk and Jennette 1988; Niles et al. 1989). Le développement de
pathologies auto-immunes liées a la NETose est normalement attribué aux deux causes
principales préecédemment mentionnées au debut de ce paragraphe : une exagération de la
production des NETSs, qui devient un processus incontrélable, ou bien un défaut de
dégradation et clearance des produits NETotiques. En effet, des défauts congénitaux des DNases
ont été associés au développement de SLE peédiatrique, en raison de la diminution d’efficacité
dans la dégradation du réseau de chromatine constituant les NETs (Yasutomo et al. 2001; Al-
Mayouf et al. 2011). D’ailleurs, le processus qui liec la NETose a la production d’auto-anticorps
« s’autoalimente », puisque la présence d’auto-anticorps anti-NETS inhibe la dégradation des
NETSs libres, en aggravant la pathologie (Hakkim et al. 2010) et les complexes immunes, a leur
tour, peuvent provoquer des séquelles, telles que la glomérulonéphrite (O’Sullivan et al. 2015).
L’ADN extracellulaire d’origine nucléaire ou mitochondriale peut étre oxydé et ainsi provoquer
une réponse immunitaire impliquant I’interféron de type 1 et la production de DROs, ce qui
montre qu’il existe un rapport entre NETose et réaction inflammatoire (Gehrke et al. 2013; Lood
et al. 2016).

Néanmoins, deux aspects intéressants émergent des études liant la NETose a I’auto-immunité.
Tout d’abord, des anomalies au niveau de la NOX empéchent la production des DROs a partir
de ce complexe enzymatique, mais n’ont aucune influence sur les DROs produits & partir de la
mitochondrie. Dans ce cadre de figure, non seulement la PR et la SLE ne sont pas limitées par
I’absence d’activité de la NOX, mais au contraire ces anomalies sont associées a I’aggravation
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des pathologies auto-immunes (Maicas et al. 2011; Campbell et al. 2012; Jacob et al. 2017;
Kienhofer et al. 2017). Le deuxiéme aspect suggére qu’une activation pharmacologique de la
NOX pourrait améliorer le SLE, cependant cela reste un résultat obtenu uniqguement dans des
modeles murins (Kienhofer et al. 2017). Ainsi, Pactivit¢ de la NOX serait inversement

proportionnelle a la gravité des pathologies auto-immunes liées a la NETose.

En résumé, comprendre les mécanismes & la base de chaque « version » du processus NETotique
est d’importance capitale afin de distinguer entre effet bénéfique et effet délétere du méme
phénomene. D’ailleurs, le fait que les voies de signalisation et les éléments qui caractérisent la
NETose dépendent strictement du stimulus qui I’a induite a interrogé les scientifiques, les
poussant a se demander si on ne devrait plutét parler de phénoménes complétement distincts.
Cette hypothése et ses implications sont traités dans le prochain paragraphe.

1.2.2.4 « A Critical Reappraisal »

Le titre de ce paragraphe est tiré de celui d’un article qui a particulierement attiré mon attention
pendant ces années de thése. Il s’agit d’un travail publi¢ dans le journal « Frontiers in
Immunology » dans la catégorie « Hypothesis and Theory » dont les auteurs sont Maximilian F.
Konig et Felipe Andrade (Konig and Andrade 2016).

Ainsi, tout ce que je décrirai dans cette section va simplement donner une interprétation
concernant la forme alternative de NETose NOX-indépendante que j’ai détaillée dans le
paragraphe ci-dessus, tout en rajoutant des éléments intéressants apportés par les auteurs. En
effet, étant donné qu’encore beaucoup d’incertitude se céle derriére ce processus et ses multiples
déclinaisons, je trouve important de prendre en considération les différents points de vue et les

commentaires de la communauté scientifique.

L’étude de Konig et Andrade est focalisée en particulier sur la citrullination des protéines qui
a lieu pendant la NETose. Tout d’abord, les auteurs ont considéré et contesté ce qui avait été
précédemment décrit en 2009 par Wang et collaborateurs. Ces derniers auteurs indiquaient un
lien universellement valable entre PADA4, citrullination et NETose. En effet, tout d’abord le
ionophore calcique utilisé par Wang en 2009 pour étudier le phénomene de NETose provoque

en réalité la citrullination d’un nombre élevé de protéines différentes, ce que Romero et

collaborateurs ont défini étre un phénomene d’ « hypercitrullination » (Romero et al. 2013).

Cependant, dans I’article de Wang et al. les auteurs se sont concentrés spécifiqguement sur la
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citrullination des histones, et pas des autres protéines. Ce choix a été fait probablement dans le
but de trouver une explication a cette modification post-traductionnelle dans le contexte de la
NETose. En effet, a1’époque, le lien entre production de DROs et décompactage de la chromatine
était encore ambigu. Wang et collaborateurs ont donc émis 1’hypothése que ’activité de la PADA4,
et la citrullination conséquente des histones, pouvaient représenter le « missing link » entre les
DROs et le relachement de la chromatine. Ainsi, d’apres leur théorie les DROs auraient le role
d’activer la PAD4, laquelle a son tour produirait la citrullination des histones et leur perte de
charge positive ultérieure. Cela aurait donc rendu plus faible le lien entre I’ADN et les histones,
permettant la décompaction de la chromatine. Toutefois, non seulement le mécanisme
d’activation de la PAD4 produite par les DROs n’était pas clairement démontré, mais la PAD4
nécessite d’un environnement réducteur pour que son site actif reste disponible (Takahara et al.
1983; Damgaard et al. 2016). Ainsi, I’action d’oxydation des DROs inactiverait directement la

PADA4, ce qui est exactement le contraire de ce qu’a affirmé Wang et collégues.

A tout cela, il est nécessaire de rajouter que la citrullination des histones, et plus généralement

I’hypercitrullination de plusieurs protéines lors de la NETose, n’est pas un élément commun a

tous les types de processus NETotiques déclenchés par les différents inducteurs. En effet, tout

comme la contribution de la NADPH oxydase, I’enzyme PAD4, responsable de la citrullination,

également appelée déimination, ne participe pas au processus de NETose per se.

I1 s’agit d’une notion encore difficilement acceptée par les scientifiques, qui, surtout pendant les
annees suivant la découverte de la NETose, avaient tendance a simplifier de fagon excessive un

phénomene qui se révele de plus en plus complexe.

Au soutien de cette théorie, il faut rajouter que le PMA produit une inhibition de I’activation de
la PAD4 a travers ’action de la forme a de la kinase PKC (Neeli and Radic 2013). La PAD4
serait, au contraire activée par une voie différente, impliquant une forme alternative de PKC, la
PKC ¢ (Neeli and Radic 2013).

De plus, indiquer la citrullination comme marqueur de la NETose est une notion peu précise pour

les raisons suivantes :

1. La citrullination des histones se produit généralement lors d’une réactivation cellulaire
(Sharma et al. 2012; Slade et al. 2014), ce qui pourrait simplement étre le miroir de I’état

actif des hPMNs exposes a des stimuli.
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2. Les histones sont citrullinées dans d’autres processus de mort cellulaire programmée, tels
que Papoptose (Tanikawa et al. 2012), mais inhibés pendant une NETose

antimicrobienne stricto sensu (Neeli and Radic 2013).

3. Une citrullination importante couplée a I’extrusion de fibres de chromatine dans le milieu
extracellulaire est retrouvée suite a 1’action d’agents qui induisent une perturbation de
I’intégrité des membranes cellulaires. Dans ce dernier cas, Konig et Andrade parlent
d’une mort cellulaire non-NETotique, qu’ils appellent Leukotoxic Hypercitrullination
ou LTH.

4. Les stimuli physiologiques qui entrainent 1’augmentation de calcium intracellulaire ne
sont pas en mesure de reproduire I’augmentation de calcium induit par les
ionophores calciques. Cela pourrait signifier que le stimulus nécessaire pour induire
I’hypercitrullination des protéines n’appartiendrait pas a une condition physiologique,
mais plutdt a une condition pathologique. Cela montrerait également que la citrullination
exacerbée est controlée par plusieurs facteurs, et réprimée en condition d’état

physiologique normal.

En géneral, au fur et a mesure que les études sur la NETose s’accumulaient, les détails concernant
les mécanismes impliqués dans la forme alternative du phénoméne ont pu donner 1’image de la
NETose NOX-indépendante décrite précédemment. Globalement, ce processus, compare a la
NETose NOX-dépendante, montre des différences en ce qui concerne la cinétique, la source de
DROs, la voie de signalisation des Kinases, et présente des éléments typiquement liés a la
brusque augmentation du calcium intracellulaire, dont I’activité de la PADA4, la citrullination des
protéines et I’activation du canal SK3. Finalement, on pourrait supposer qu’il s’agisse d’au moins
deux types de mort cellulaire morphologiquement similaires, avec deux implications biologiques

distinctes.

Ce concept alternatif interromprait le raisonnement qui tend a lier trois facteurs : La NETose, la
citrullination et certaines maladies auto-immunes, parmi d’autres pathologies humaines. Une
nette bifurcation semble se créer: d’un coté la notion de NETose, antibactérienne, NOX-
dépendante et « arme » faisant partie de notre systéme immunitaire, et de I’autre ce que Konig et
Andrade appellent « NETosis-mimics », aux caractéres plus défavorables. Il ne s’agit pas d’un

simple probléme de définition : le fait de distinguer un processus immunitaire nécessaire a notre

86



systtme de défense d’un phénoméne pathologique permettrait d’identifier des cibles

thérapeutiques potentielles, sans de ce fait perturber un processus immunitaire physiologique.

En général, il est important de rajouter que dans I’article de Konig et Andrade, ces auteurs

apportent un exemple tres intéressant pour soutenir leur théorie. En effet, ils raisonnent sur les

contradictions concernant la NETose provoguée par S. aureus. Comme on 1’a décrit

précédemment, tandis que Fuchs et collaborateurs démontrent une NETose NOX-dépendante
provoquée par cette bactérie, Pilsczek et collegues montrent que les NETs induits par S. aureus
sont particuliers et le mécanisme est indépendant de la NADPH oxydase (Fuchs et al. 2007;
Pilsczek et al. 2010). La différence entre ces deux études repose sur les conditions de culture et

sur la production de toxines opérée par S. aureus. Notamment, la souche de S. aureus ne

produisant pas la LPV induirait plutét la phagocytose, suivie par ’activation de la NADPH
oxydase, puis la NETose NOX-dépendante. A contrario une souche exprimant la LPV pourrait
avoir des effets différents, qui pourraient conduire a une NETose NOX-indépendante, comme
démontre par Pilsczek et collegues. On commence ainsi a se rendre compte que la Leucocidine
de Panton et Valentine a une influence sur le type de NETose provoquée par S. aureus. Pour
corroborer cette idée, Konig et Andrade ont mene une nouvelle expérience : ils ont étudié le
spectre des protéines citrullinées suite a 1’action de stimuli tels que le PMA, I'LPS, Ila
ionomycine, I’A23187 etla LPV. Le profil des protéines citrullinées pour chaque stimulus donne
deux résultats : le premier est une confirmation concernant 1’absence de citrullination pour les
stimuli non ionophores, le PMA et le LPS, le deuxieme montre que le spectre de citrullination
des protéines induites par les ionophores calciques était tres proche de celui obtenu par une
stimulation avec la LPV (Figure 23). En résumé, la LPV induit une hypercitrullination des
protéines du neutrophile de différents poids moléculaires, ce qui pourrait également concerner
des protéines non histoniques, telles que I’EN, la MPO ou d’autres protéines antimicrobiennes
libérées lors de la NETose classique. Ce processus empécherait la normale fonction
antimicrobienne des facteurs relargués pendant la NETose, reflétant une stratégie bactérienne
qui mime la NETose pour, en fait, s’en débarrasser. En plus, une des conséquences de la
citrullination massive des protéines causées par la LPV pourrait étre la formation des
néoantigenes. En effet, dans le cas de la Polyarthrite Rhumatoide (PR) les protéines citrullinées
sont la cible principale de la réponse auto-immunitaire. Une hypercitrullination chronique causée
par des toxines bactériennes pourrait étre la source primaire de néoantigenes causant la
production d’anticorps ACPA (anticorps anti-protéines citrullinées) présent chez les patients

atteints de PR. Les auteurs suggerent que, alors que la NETose NOX-dépendante est une réponse
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immunitaire antimicrobienne, il existe un ou plusieurs processus ressemblants a la NETose, mais
qui seraient des phénomenes distincts et impliqués dans des états pathologiques humains, tels

que I’auto-immunité.
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Figure 23- Des différents stimuli ont été testés pour analyser le niveau de citrullination général des proteines,
dite hypercitrullination.

Analyse du niveau de citrullination des protéines de neutrophiles humains exposés a 100 nM de PMA, 500 ng/mL
de LPS,1 pM de ionomycine, 5 pM d’A23187 ou 30 et 100 nM de LPV. Les résultats montrent que le PMA et le
LPS ne provoquent pas un niveau significatif de citrullination des protéines, alors que la ionomycine et la
calcimycine (A23187), ainsi que la LPV, induisent la deimination d’une série de protéines de différents poids
moléculaires. (Konig and Andrade 2016).

Dans tous les cas, que ’on adhére ou non a la théorie exposée par Konig et Andrade, cet article
soutient I’existence d’une liaison entre la LPV produite par S. aureus et la NETose, qui cependant

restait encore a démontrer de facon directe et univoque.
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1.2.3 NETose et la LPV de S. aureus : « the butler did it ! »

« Sola dosis facit venenum » (C'est la dose seule qui fait le poison)
Paracelse (1493-1541)

Le lien de causalité entre la production de LPV et le déclenchement de la NETose des
neutrophiles humains était, au fur et a mesure, de plus en plus flagrant. Comme dans un roman

policier, le coupable a toujours été sous notre nez, ou mieux dans notre nez, en I’occurrence.

Pourtant, deux facteurs principaux ont créé des perplexités autour des différents éléments
impliqués dans ce mécanisme, ce qui a retardé le raisonnement qui aurait directement relié la
LPV ala NETose : d’un coté les contradictions par rapport a S. aureus et le type de NETose qui
en résulte, conjointement a la confusion de base concernant la définition de NETose en elle-
méme. En effet, la tendance a indiquer en tant que processus de NETose toute conséquence
cellulaire impliquant la libération de chromatine dans ’espace extracellulaire a rendu moins
facile la distinction entre NETose et d’autres processus lytiques. De 1’autre coté, la longue
histoire scientifique de S. aureus et de ses facteurs de virulence, décrite dans les chapitres
précedents, souligne comment les leucotoxines staphylococciques auraient une et une seule
fonction principale : lyser rapidement les leucocytes. Pourtant, bien que la mécanistique a la base
d’une telle activité membranolytique soit fascinante, les points faibles des études in vitro
conduites par les différentes équipes de recherche, reposent sur des conditions expérimentales
différentes. Notamment, concernant les conditions expérimentales, certains éléments n’étaient
pas suffisamment considérés : la concentration de calcium dans le milieu extracellulaire, mais
également la dose des toxines appliquées, voire leur qualité. Ainsi, alors qu’a fortes doses
(200nM) la LPV induit une nécrose par lyse cellulaire directe des hPMNSs, et a des doses plus
faibles (5nM) elle provoquerait plutét une apoptose précoce (Genestier et al. 2005), I’impact de
concentrations inferieures et sublytiques de cette méme leucocidine reste a définir. Cependant, il
faut souligner que les résultats de nombreuses études précedemment publiées ont été obtenues
par I’utilisation d’une forme de LPV recombinante via un systeme His-tag. Pourtant, cette forme
de la LPV est 5 a 10 fois moins active que la leucotoxine obtenue a travers un systeme par fusion
de la protéine a la GST. Cette derniere forme de LPV serait la seule comparable a une toxine
native (Baba Moussa et al. 1999; Genestier et al. 2005).

D’ailleurs, plusieurs études ont suggéré que la concentration de LPV in vivo n’atteint que

rarement des doses suffisamment élevées pour provoquer un effet cytotoxique, suggérant ainsi
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un role additionnel pour cette leucotoxine, allant au-dela de la « simple » lyse des cellules cibles
(Badiou et al. 2008; Graves et al. 2010).

Effectivement, une étude datant 2012 a montré que les conséquences cellulaires ne sont pas les
mémes en présence de concentrations sublytiques de la leucocidine, qui, a faible dose, induit
plutdt une réponse immunitaire par la stimulation des hPMNs (Graves et al. 2012). Cependant,
les auteurs de cette étude en déduisent qu’une dose sublytique de la LPV est un facteur qui

améliorerait la réponse immunitaire innée de I’hdte, en raison d’une série de conséquences

cellulaires, comme par exemple la redistribution subcellulaire des composés de la NADPH
oxydase, entre autres. D’ailleurs, ces auteurs ont montré que pour des faibles concentrations de

la LPV, de I’ordre du nM, la libération de LDH n’était pas significative, ce qui excluait une lyse

cellulaire pour des temps inferieurs a 3h d’incubation avec une telle concentration de toxine.

Néanmoins, la LPV a ces faibles doses provoque le relargage des differentes molécules

impliquées dans I’inflammation, dont la MPO, et montre une augmentation de 1’expression du

récepteur CD11b, impliqué dans la fusion des granules intracellulaires avec la membrane

plasmique.

En complément, Malachowa et collegues en 2013, ont montré qu’une autre leucotoxine de S.
aureus, LUKAB (ex LukGH), en concentration sublytique induit une NETose des hPMNs qui,

¢tonnamment, piége, mais n’entraine pas la mort de la bactérie (Malachowa et al. 2013).

Ces ¢éléments, rajoutés aux découvertes publiées par Pilsczek et collaborateurs, qui indiquent une
forme alternative de NETose (ou de formation de NETS) induite par des souches de S. aureus

LPV™, ont jeté les bases du travail effectué pendant les années de ma thése.

Toutefois, en juillet 2018, vers la fin de notre travail de recherche sur la LPV et la NETose,
I’équipe de recherche de Bhattacharya et collaborateurs a publié un article affirmant que S.
aureus organisé en biofilm pouvait produire des leucotoxines afin d’induire la NETose et
vraisemblablement s’évader de la réponse immunitaire des hPMNs (Bhattacharya et al. 2018).
Ces auteurs ont démontré que la LPV, uniquement par coopération avec la y-hémolysine AB,
était a la base du processus NETotique initié par S. aureus en forme sessile, ayant pour but
d’empécher la clearance du biofilm opérée par les hPMNs et permettant ainsi la persistance de
la bactérie dans des infections chroniques. Cependant, ces auteurs parviennent a leurs
conclusions sur la base de données expérimentales discutables. En effet, bien que les toxines

stimulant les hPMNs in vitro sont exprimées dans le milieu de culture du clone de S. aureus
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USA300 en biofilm, les résultats des analyses en Western blot et en spectrométrie de masse
publiés par les auteurs montrent, étrangement, la seule présence de la sous-unité F, LukF-PV, de
la LPV. Sans s’attarder non plus sur les masses moléculaires, et quoique les deux sous-unités
soient normalement co-transcrites, cette donnée reste un point d’interrogation, notamment si 1’on
relie ces aspects aux résultats obtenus par les auteurs, qui affirment que la LPV seule n’est pas
en mesure d’induire la NETose, nécessitant la co-présence de la HIgGAB pour déclencher un
niveau significatif du phénoméne. D’ailleurs, les hPMNSs sont stimulés par 1’usage du milieu de
culture épuisé des souches mutantes du clone USA300, délétées des génes correspondant aux
différentes leucotoxines. Les conséquences cellulaires des neutrophiles ainsi stimulés sont
ensuite comparées a celles des cellules incubées dans le milieu des souches « Wild-type ». Ce
procédé indirect, par contre, risque de ne pas tenir compte des différents éléments présents dans
un milieu de culture dépourvu des leucotoxines de choix, ce qui risque de conduire a des
interprétations erronées. Enfin, bien que les auteurs aient utilisé des anticorps primaires dirigés
contre des « marqueurs » de NETose, tels que 1’histone H3 citrullinée citH3, dont la spécificité
en tant que marqueur de NETose a été discutée précédemment, mais également des anticorps
anti-MPO et anti-EN, les images correspondantes au phénomene de NETose ne montrent pas les
fibres de chromatine typiquement retrouvés dans la derniere étape de la NETose. En effet, les
hPMNs marqués par les anticorps possédent une morphologie plutot ronde, n’indiquant une
NETose que du fait de leur positivité a la fluorescence liée aux anticorps spécifiques. De plus, le
marquage d’EN ne semblerait pas complétement confirmer les résultats correspondant aux
marquages de la MPO et de la citH3, une «anomalie » qui n’est ni citée, ni discutée
ultérieurement dans ledit article. La conclusion proposée par les auteurs est que I’activité
cumulative de la LPV et de la HIgAB est nécessaire pour induire la NETose médiée par S. aureus

organisé en biofilm.

Inversement, la « conclusion » que nous proposons est qu’une analyse directe des conséquences
de la LPV purifiée en contact avec des hPMNSs, dans un milieu trés proche des conditions
physiologiques, résulte encore plus urgente, afin d’¢liminer toute confusion due a I’apport d’une

série variable d’éléments biologiques propres a S. aureus.
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1.3 OBJECTIFS DE LA THESE

Les informations d’intérét majeur concernant la LPV et/ou la NETose au début de ce travail de
these et les questions auxquelles ce travail a essayé d’apporter une réponse, pourraient se resumer

en trois axes principaux :

1. LaLPV etlaHIgCB, en concentration et condition de culture reflétant une situation
infectieuse in vivo, ont des conséquences cellulaires différentes et ne forment pas de
pore a la membrane plasmique des hPMNs. Les Docteurs Mira Tawk et Gaélle
Zimmermann-Meisse ont abouti a ces résultats durant leurs doctorats. Tawk a travaillé
sur la perméabilité membranaire des cellules en contact avec la LPV et la HIgCB purifiées
et aux compartiments intracellulaires mobilisés spécifiqguement par ces deux toxines, et
ce en présence de 1 mM de Ca?* extracellulaire ; Zimmermann-Meisse, dans les mémes
conditions expérimentales, s’est focalisée plutot sur I’internalisation de la LPV et de
HIgCB et sur 1’apoptose précoce touchant, pourtant, un pourcentage limité des hPMNs
exposés a la LPV. Ces deux auteurs ont pu enrichir la littérature scientifique en apportant
leur contribution a propos des différences entre ces deux leucotoxines de S. aureus, tout
en confirmant 1’absence de formation d’un pore a la membrane plasmique. Ainsi, la
famille des « pore-forming toxins » pourrait bientdt nécessiter une mise a jour en termes

de définition.

La question a laquelle cette these a voulu répondre : Est-ce que la LPV et/ou laHIgCB

a faibles concentrations provoquent une NETose chez la majorité des hPMNs testés, ou

la LPV se comporte encore une fois de facon différente de HIgCB ?

2. LaLPV induit une perméabilisation membranaire significative uniquement apres 6
heures d’incubation avec les hPMNs, contrairement a HIgCB. En absence d’apoptose
remarquable pour des concentrations de LPV égales ou inférieures au nM (environ 30%
des hPMNs apres 6h), la perméabilité membranaire décrite par Zimmermann-Meisse en
2016 suggerait effectivement une NETose, un processus que, comme on 1’a décrit dans
le chapitre précédent, peut se manifester sous des formes alternatives et dépendantes du
stimulus. D’autre part, des éléments comme la libération massive du calcium
intracellulaire a partir du réticulum endoplasmique, la production de DROs, la

localisation lysosomale de la toxine aprés environ 20 min d’incubation et les changements
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morphologiques des hPMNSs qui se résolvent en la perméabilisation de la membrane

plasmique & 6h, nous ont pousse a détailler le processus initié par la LPV.

Question a laquelle cette théese a voulu répondre : Est-ce que la LPV provoque une

NETose NOX-dépendante ou un processus dépendant d’une autre source de DROs ?
Quels sont les particularités et les éléments en jeu dans ce processus ? Comment

I’inhiber ?

Un des travaux précédents sur la LPV affirmait que a 5nM cette toxine provoque
une apoptose précoce passant par la voie mitochondriale (Genestier et al. 2005). Les
auteurs ont décrit des changements morphologiques typiques de 1’apoptose, parmi

lesquels 1’on retrouve 1’aspect arrondi du noyau et plus généralement de la cellule, et une

perte de I'intégrité de la membrane nucléaire pour 80% des cellules, qui parallélement,

montrent une intégrité de la membrane plasmique. D’ailleurs, cette étude s’est focalisée
sur la mitochondrie, dont le potentiel transmembranaire est altéré. Cette donnée a ensuite
été confirmée par Zimmerman-Meisse et collegues par I’application de plus faible
concentrations de la LPV (<1 nM), se basant sur les constantes de dissociation (Kg) de la

toxine sur les hPMNSs.

La gquestion a laquelle cette these a voulu répondre : Est-ce que la LPV pourrait

effectivement se localiser a la mitochondrie ? Un pore pourrait-il donc se former au
niveau de cet organite ? Quelle voie de signalisation pourrait étre activée ? Quels sont les

évenements paralléles ?
Ainsi ce manuscrit sera organisé comme il suit :

Etudes des marqueurs de la NETose présents chez les hPMNs a différents temps
d’incubation avec la LPV et HigCB a des concentrations <1 nM. Développement d’une

méthode de quantification et évaluation statistique.

Définition des sources de DROs impliqués dans le processus de NETose de la LPV et

effet des inhibiteurs.

Comparaison des voies de signalisation et des kinases impliquées dans le processus et
dans la NETose provoquée par le PMA, étude et analyse de la signification biologique de
la citrullination provoquée par la LPV, et suivi de I’internalisation de la leucotoxine a la

mitochondrie.
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2 MATERIELS ET METHODES

2.1 Préambule

Les conditions expérimentales in vitro ont éte sélectionnées sur la base des expériences
précédemment menées par Mira Tawk et Gaélle Zimmermann-Meisse, qui ont d’abord utilisé le
tampon EGTA pour leurs expériences avec les polynucléaires neutrophiles. Cependant, ce
tampon ne contient pas de calcium, un ion indispensable pour le processus d’endocytose. En
effet, il a été remarqué que I'utilisation d’EGTA n’était pas adaptée pour étudier 1’action des
leucotoxines staphylococciques, qui en effet produisaient des conseéquences cellulaires bien
différentes. L’ajout d’1mM de calcium dans ce tampon montrait toutefois une mortalité cellulaire
accrue, aprés environ 2h d’incubation. Ainsi, un tampon a composition plus proche des
conditions physiologiques a été introduit, le Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI)
additionné de 10% de sérum de veau feetal (SVF) ou de 0,5% d’albumine de sérum bovin (BSA),
les deux utilisés pour refléter les nutriments et les facteurs de croissance naturellement présents
dans le sang humain (Moore et al. 1967). Le choix de la BSA pour remplacer le SVF dans les
expériences d’épifluorescence est réalisée uniquement dans le but de faciliter 1’adhésion

cellulaire des hPMNs aux boites de Pétri dans lesquelles ils seront observés.

2.2 SOLUTIONS ET TAMPONS PREPARES AU
LABORATOIRE

2.2.1 PURIFICATION ET CULTURE DE NEUTROPHILES HUMAINS

DEXTRAN : 6 % (p/v) Dextran Leuconostoc (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France),
0,9 % (p/v) NaCl

TAMPON EGTA : 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM glucose, 10 mM Hepes, 0,1 mM EGTA,
pH 7,3 (Tris-base)
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TAMPON HBSS-HEPES 20 mM : 1,3 mM CaClz, 0,5 mM MgCl2-6H20, 0,4 mM MgSOas.
7H20, 5,4 mM KCI, 0,4 mM KH2PO4, 4,2 MM NaHCO3, 138 mM NacCl, 0,4 mM NaHPQOg, 5,6
mM D-Glucose, 20 mM HEPES, pH 7,4

2.2.2 PURIFICATION DES TOXINES BACTERIENNES

Pour la purification des composés de la LPV nous utilisons deux types de tampons : des tampons
pour la chromatographie d’affinité et des tampons pour la chromatographie a échange d’ions.

Chromatographie d’affinité : pour la sous-unité S et F les tampons sont les mémes.

TAMPON A : HEPES 20mM, NaCl 150mM, EDTA-Naz 1mM, pH 7,2 (NaOH)
TAMPON B : Tris Base 50 mM, GSH 30 mM, NaCl 500 mM, pH 8 (HCI)

TAMPON C : NaH2PO4 30 mM, NaCl 2 M, pH 6,5 (NaOH)

Chromatographie a échange d’ions : pour la sous-unité S et F les tampons ne sont pas les
mémes, en raison de leur comportements différents en chromatographie a échange de cations.

TAMPON D (LukS-PV) : HEPES 50mM, NaCl 50mM, pH 7,5 (NaOH)
TAMPON E (LukS-PV) : HEPES 50mM, NaCl 1 M, pH 7,5 (NaOH)
TAMPON D (LukF-PV) : MES 30 mM, pH 6,3 (NaOH)

TAMPON E (LukF-PV) : MES 30 mM, NaCl 1 M, pH 6,3 (NaOH)

2.2.3 WESTERN BLOT

TAMPON DE MIGRATION : TRIS-glycine-SDS solution tampon (tampon TGS) (#1610772,
Bio-Rad, Hercules, Californie, Etats-Unis) dilué¢ dans de I’eau ultrapure ddH,O pour obtenir une

concentration 1x.

TAMPON DE TRANSFERT : 25 mM tris(hydroxyméthyl)aminométhane (TRIS), 192 mM
glycine, pH 8,3 et 20% méthanol (v/v).
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TAMPON RIPA/TRITON X100 : 50 mM tris(hydroxyméthyl)aminométhane (TRIS), 300 mM
NaCl, 2 % (v/v) NP-40, 2 % (p/v) désoxycholate de sodium, 0,2 % SDS (p/v), 0,2 % (v/v) Triton
X100, pH 7,6.

TAMPON DE LYSE : Tampon RIPA avec 0,2% de Triton X-100 (v/v) additionné de Protease
Inhibitor Cocktail cOmplete™ (11697498001, Roche, Bale, Suisse), NaVO3 (1 mM), leupeptine
(25 uM), pepstatine (25 pM), aprotinine (25 pM), NaF (25 mM), levamisole (1 mM), PMSF (1
mM) et un inhibiteur de phosphatases (P5726, Sigma—Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).

TAMPON DE CHARGE : 4x loading buffer avec 10% (v/v) de p-mercaptoethanol, 5 mM
EDTA, 5 mM EGTA, leupeptine (10 pg/mL), pepstatine (10 ug/mL), aprotinine (10 pg/mL),
NaF (10 mM), NaVOs (5 mM), and levamisole (1 mM).

TAMPON DE BLOCAGE : PBS x1 + 5% de lait écrémé en poudre (LEC).

TAMPON DE DILUTION : PBS Tween a 0.05%+ 1% BSA en poudre.

2.2.4 IMAGERIE

TAMPON DE BLOCAGE : HBSS avec 5% SVF(v/v), 4,6% BSA 100mg/mL.
TAMPON DE DILUTION : HBSS avec 4,6% SVF(v/v), 0,9% BSA 100mg/mL (p/v).

MOWIOL : 10% (p/v) Mowiol® 4-88 (Polysciences, Eppelheim, Allemagne), 25% glycérol,
100 mM TRIS-Base (p/v).

FIXATEUR : 16% paraformaldéhyde (PFA), 4% dans le milieu de culture des hPMNSs.
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2.3 ANTICORPS PRIMAIRES UTILISES

et CONCENTRATION REFERENCES
FINALE

NOM
COMMERCIAL

CIBLE

Anti-
neutrophil elastase

anti-
Myeloperoxidase

anti-

Histone H3
(citrulline R2 + R8
+ R17) antibody -
ChIP Grade

anti-

GAPDH

Anti-phospho-
Erk1/2
(Thr202/Tyr204,
Thr185/Tyr187)
Antibody,
recombinant

clone AW39R
Anti-phospho Akt
(ser 473)

Anti- Phospho-Src
Family (Tyr416)

anti- LC3B

Anti-LukS-PV
F(ab’)?

Purified Mouse
Anti-Cytochrome
c, Clone 6H2.B4

Elastase du
neutrophile

myélopéroxydase

Histone H3
citrullinée  (ou
deiminée)
GADPH

ERK kinases 1 et
2 phosphorylées

Akt kinase
phosphorylée

La famille des
kinases Src
phosphorylées

LC3A et LC3B
sont les deux
ciblés par cet
anticorps.

Sous-unité S de
la LPV

Cytochrome
(mitochondrie)

TYPE
ANIMAL
HOTE
Polyclonal
de lapin

Monoclonal
de lapin

Polyclonal
de lapin

Polyclonal
de lapin

Monoclonal
lapin

Monoclonal
lapin

Polyclonal
lapin

Polyclonal
lapin

Polyclonal,
lapin

C Monoclonal,

souris

Tableau 1- Anticorps primaires utilisés

1 pg/mL

1 pg/mL

1 pg/mL

1:10000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1 pg/mL

1:100

ab21595, Abcam,
Cambridge, UK,
RRID:AB_446409
ab25989, Abcam,
Cambridge, UK,
RRID:AB_448948
ab5103, Abcam,
Cambridge, UK,
RRID:AB_304752

G9545,
RRID:AB_796208,
Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin
Fallavier, France

05-797R,
RRID:AB_1587016,
Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin
Fallavier, France

#9271,
RRID:AB_329825
Cell Signaling
Technologies,
Danvers,
Massachusetts, USA
#2101,
RRID:AB_331697,
Cell Signaling
Technologies,
Danvers,
Massachusetts, USA
L10382,
Invitrogen™,
Waltham,
Massachusetts, USA

Produit a I’Institut de

Bactériologie de
Strasbourg par
Daniel Keller
556432, BD
Pharmingen™, San
Diego, CA, USA

EXPERIENCE ET BUT

Epifluorescence,
Evaluation des NETs

Epifluorescence,
Evaluation des NETs

Epifluorescence,
Evaluation des NETSs

Western blot, « loading
control », afin de vérifier
que des concentrations
égales en protéines sont
chargées dans le gel.

Western blot, évaluation
de la phosphorylation de
la kinase ERK

Western blot, évaluation
de la phosphorylation de
la kinase Akt

Western blot, évaluation
de la phosphorylation
des kinases Src

Western Blot,

évaluation de
I’autophagie cellulaire.
La distinction des deux
formes de la protéine
LC3 est faite sur la base
de leur poids
moléculaires.

Microscopie confocale,
localisation de la LPV.

Microscopie confocale,
localisation des
mitochondries
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2.4 ANTICORPS SECONDAIRES UTILISES

NOM

COMMERCIAL

Goat anti-Rabbit
IgG (H+L) Cross-
Adsorbed Secondary
Antibody Alexa
Fluor® 488
conjugate

Goat anti-Mouse
IgM (Heavy chain)
Cross-Adsorbed
Secondary Antibody,
Alexa Fluor® 555
conjugate

F(ab')? Goat anti-

Rabbit 1gG-F(ab")2
Fragment Cross-
adsorbed Antibody
DyLight® 594
Conjugated

Donkey F(ab")2 Anti-
Mouse 1gG H&L
(Alexa Fluor® 488)
preabsorbed

Tableau 2- Anticorps secondaires utilisés

CIBLE

HOTE

Anticorps primaire
de lapin,

Alexa Fluor® 488

Polyclonal
de chevre

2 ng/mL

Alexa Fluor® 488

Anticorps primaire  Polyclonal 2 pug/mL
de souris, de chévre

Alexa Fluor® 555

Anticorps primaire  Polyclonal 2 pug/mL
de lapin, de chevre

DyLight® 594

Anticorps primaire  Polyclonal 2 pug/mL
de souris, d’ane

2.5 SONDES FLUORESCENTES

Le DHR123 est analysé
dans le canal Vert (525/30
nm)

Le MitoSOX est analysé
dans le canal Jaune (583/26
nm)

Le Hoechst est analysé dans
le canal bleu (UV) entre
460-490 nm.

Le Hoechst est analysé dans
le canal bleu (440/40 nm)

Tableau 3- Sondes fluorescentes

10 pM

2.5uM

10 pg/mL

1 pg/mL

FINALE

ET TYPE et CONCENTRATION REFERENCES
FLUOROCHROME ANIMAL

A-11034,
RRID:AB_2576217,

Invitrogen™ s

Waltham,
Massachusetts, USA

A-21426,
RRID:AB_2535847,

Invitrogen™ ,

Waltham,
Massachusetts, USA

A120-212D4,
RRID:AB_10698092,
Souffelweyersheim,
France

ab181289, RRID:
AB_2813900, Abcam,
Cambridge, UK

EXPERIENCE ET
BUT

Epifluorescence,
Evaluation
NETs

des

Epifluorescence,
Evaluation
NETs

des

Microscopie
confocale,
localization de la
LPV

Microscopie
confocale,
localisation de la
mitochondrie

CAS No. 109244-58-8,

Santa Cruz
Biotechnology, Dallas,
Texas, USA

M36008, Molecular
Probes, Eugene, OR,
USA

94403, Sigma-Aldrich,
St.  Louis, Missouri,
USA
D9542, Sigma-Aldrich,
St.  Louis, Missouri,
USA

Cytométrie en  flux,
Evaluation DROs
cytosoliques

Cytomeétrie en  flux,
Evaluation DROs

mitochondriaux (mtROS)

Epifluorescence,
Evaluation ADN et nuclei

Microscopie confocale,
Evaluation ADN et nuclei
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2.6 INDUCTEURS ET INHIBITEURS PHARMACHOLOGIQUES

NOM
COMMERCIAL

Phorbol 12-myristate

13-acetate

Calcymicine
A23187

Diphenyleneiodonium

chloride ou DPI

2,4-Dinitrophenol ou

DNP

Allopurinol

Myeloperoxidase
Inhibitor-1

SK inhibitor NS8593

hydrochloride

Cl-Amidine
(trifluoroacetate salt)

4-amino-5-(4-
methylphenyl)-7-(t-

butyl) pyrazolo[3,4-

d]- pyrimidine (PP1)

4-amino-5-(4-

chlorophenyl)-7-(t-
butyl)pyrazolo[3,4-
d]pyrimidine (PP2)

Tableau 4- Inducteurs et inhibiteurs pharmacologiques

PRE-
INCUBATION
AVEC LES
hPMNs

Pas de pré-
incubation.

Pas de pré-
incubation.

30 min avant
I’application  des
stimuli
1h avant
I’application  des
stimuli

30 min avant
I’application  des
stimuli
30 min avant
I’application  des
stimuli

30 min avant
I’application  des
stimuli

15 min avant
I’application  des
stimuli

30 min avant
I’application  des
stimuli

30 min avant
I’application  des
stimuli

CONCENTRATION REFERENCES

FINALE

50 nM

25 uM

20uM

750uM

2mM

100pM

100pM

200pM

5uM

10puM

P8139, Sigma-
Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA
C7522, Sigma-
Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA
D2926, Sigma-
Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA
D198501,  Sigma-
Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA
A8003, Sigma-
Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

sc204107, Santa
Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, USA

CAS No. 875755-
24-1, Santa Cruz
Biotechnology,

Dallas, Texas, USA

CAS No. 1043444-

18-3, Cayman
Chemicals, Ann
Arbor, Michigan,
USA

CAS No. 172889-
26-8, Cayman
Chemicals, Ann
Arbor, Michigan,
USA

P0042, Sigma-
Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

EXPERIENCE ET BUT

Epifluorescence, cytométrie en flux,
western  blot.  Utilis¢ en tant
quinducteur de NETose NOX-
dépendante.

Epifluorescence, western blot. Utilisé
en tant qu’inducteur de NETose
NOX-indépendante.

Epifluorescence, inhibition de la
NADPH oxydase

Epifluorescence, Cytométrie en flux,
découplant de la mitochondrie.
Inhibition de la production des DROs
mitochondriaux (MtROS)

Epifluorescence, inhibition de la
xanthine oxydase (XO)

Epifluorescence inhibition
irréversible et spécifique de activité
de la myélopéroxydase (MPO),
également appelée ABAH

Epifluorescence, évaluation du role
du canal SK3. 1l s’agit d’un inhibiteur
réversible du canal au potassium
active par le calcium SK3. Cet
inhibiteur diminue la sensibilité du
canal au calcium.

Epifluorescence, évaluation du role
des enzymes Protein  Arginine
Deiminases (PADs). 11 s’agit d’un
inhibiteur de PADs.

Epifluorescence, évaluation de la voie
de signalisation en aval du CD45. |
s’agit d’un inhibiteur puissant, mais
réversible de la famille des Src
kinases.

Epifluorescence, évaluation de la voie de
signalisation en aval du CD45. I s’agit d’un
inhibiteur puissant et irréversible de la famille
des Src kinases.
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2.7 TECHNIQUES EMPLOYEES

2.7.1 Purification des neutrophiles humains

Afin de vérifier I’effet des leucotoxines staphylococciques, nous avons besoin d’obtenir un
pourcentage le plus pur possible de neutrophiles humains. Ainsi, pour les expériences in vitro
nous avons toujours utilisé des neutrophiles humains issus de concentrés sanguins dénommeés
« buffy coats ». En effet, grace a une convention de cession avec 1’Etablissement Frangais du
Sang de Strasbourg (EFS), nous avons eu acces a des prélévements sanguins effectués moins de
24 heures avant le début de nos expériences. Ce détail est trés important si I’on pense a la durée

de vie limitée des neutrophiles humains, dont on a discuté dans I’introduction.

Une fois obtenu le buffy coat contenant environ 40/50 mL, nous avons procédé a I’isolement des
hPMNs par séparation sur gradient de Ficoll. Le milieu de seéparation des lymphocytes Ficoll® a
une densité = 1,077+0,001 et permet de séparer les lymphocytes et monocytes, qui forment un
anneau opaque surnageant au-dessus du Ficoll. Au contraire, les hPMNs et les érythrocytes se
retrouvent dans le culot aprés la centrifugation. Le principe de séparation se base sur les

différentes densités des cellules et du Ficoll.

Pour obtenir cette separation initiale, le buffy coat est dilué avec environ 80 mL d’eau
physiologique (NaCl 0,9%). Aprés une phase de mélange a la pipette, environ 30 mL du buffy
coat ainsi dilués sont déposés sur 12 mL de gradient de Ficoll, préalablement déposés au fond
d’un tube de 50 mL. Quatre tubes de 50 mL sont prévus a cet effet afin d’utiliser tout le volume
du buffy coat. Ensuite, une centrifugation a une vitesse de 800 x g est effectuée pendant 20 min,
ayant soin de ne pas provoquer de mouvements brusques, soit sans frein de centrifugeuse. La

différence avant-apres est illustrée dans les photos de la Figure 24.
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NaCl 0,9%

800x g
20 min
Sans frein

Lymphocytes et monocytes
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Figure 24- Séparation sur gradient de Ficoll.
Expérience menée au laboratoire, EA7290, suivant les indications du site Eurobio :

http://www.eurobio.fr/milieux-de-separation-des-lymphocytesmsl-xsl-269 664 356 367.html

On obtient donc une separation partielle grace a cette premiére centrifugation et au gradient de
Ficoll. En effet, il est nécessaire de récupérer le culot, par aspiration du surnageant, effectuée
avec une pompe a vide. Ensuite, 30 mL de Tampon NaCl 0,9% sont rajoutés a chacun des tubes,
en veillant a utiliser des tampons et solutions maintenus a tempeérature ambiante (TA), pour éviter
tout choc thermique. En dernier, 10 mL de Dextran 6% (p/v) sont rajoutés, avant de mélanger
par inversion le contenu de chaque tube par des mouvement délicats afin de préserver les cellules
en état optimal. Une fois que le mélange est homogeéne, les tubes sont laissés en position verticale
et a TA pendant 30 min. Cette phase permet au Dextran de se lier aux érythrocytes et former un
culot, alors que les hPMNs sont majoritairement retrouvés dans le surnageant, qui apparait
effectivement plus clair suite a la sédimentation des globules rouges. A 1’aide d’une pipette, le
surnageant est prélevé et déposé dans des nouveaux tubes et centrifugé a 1700 x g pendant 6 min.
Le culot est a nouveau récupéré et remis en suspension par 1’ajout de 500 uLL de tampon NaCl
0,9%. L’étape suivante prévoit I’élimination des érythrocytes résiduels par choc osmotique : 18
mL d’eau MilliQ (ddH20) sont rajoutés a chaque tube pendant 45 sec pour provoquer la lyse des
érythrocytes. Ensuite, 2 mL de tampon NaCl 9% sont rajoutés, afin de rééquilibrer 1’osmolarité

initiale et arréter ainsi le choc. Les tubes sont a nouveau centrifugés a 1700 x g pendant 6 min et
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le culot est remis en suspension par 1’ajout de 500 uL. de tampon EGTA dans le but d’effectuer
un dernier lavage des cellules isolées. Ce dernier tampon est tout de suite écarté grace a une
nouvelle centrifugation & 1700 x g pendant 6 min et le culot est remis en suspension dans le
milieu de culture finale : le tampon RPMI supplémenté soit de 10% de SVF préalablement
décomplémenté, soit de 0,5% de BSA (Figure 25). Pour les expériences de cytométrie, le tampon
RPMI sans Phenol Red (Rouge de phénol) remplace le RPMI classique. Les cellules sont laissées
en contact avec le milieu de culture a TA pendant une heure. Ensuite, les cellules sont observées
au microscope avec le double but d’en faire une premiere évaluation qualitative sur la base de
leur forme, et d’en effectuer le comptage. In fine, la concentration cellulaire est calculée et ajustée

selon I’expérience a mener.

30 mL NacCl

Buffy coat d’un +80mL Nacl 30mLmélange  Récupererle gox+10mL  Culot+choc  Récupererle  1lavage tampon
donneur sain 0.9% sur 12 mL MSL culot Dextran 6% osmotique culot EGTA
800 x g, 20 min, 1700x g, 6 min, 1700x g, 6min, 1700 x g, 6 min,
sans frein avec frein avec frein avec frein

1700 x g, 6 min,
avec frein

™

Figure 25- Protocole d’isolement des hPMNs a partir d’un buffy coat.

2.7.2 Expression et purification des leucotoxines

Principe : Les leucotoxines de Staphylococcus aureus ne sont plus produites a partir d’une
souche sauvage, en raison de la difficulté a distinguer 1’apport de chacun des composés S et F au
niveau des conséquences cellulaires, et de la présence de contaminations. Par conséquent, au sein

de ’EA7290 la méthode d’expression et purification prévoit 1’utilisation de la souche E. Coli
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BL21, trés adaptée a la synthese protéique, qui est transformée par 1’utilisation d’un plasmide, le
pPGEX-6P-1 (Figure 26). Ce plasmide présente une cassette de clonage qui présente en 5’ la
séquence exprimant la glutathion-S-transférase ou GST, suivie par la séquence de la sous-unité
S ou F de chaque leucotoxine. Ainsi, la GST et I’insert sont co-transcrits et co-traduits en une
protéine de fusion qui sera utilisée pour la premiére étape de purification de la protéine d’intérét.
D’ailleurs, cette construction plasmidique présente également le géne AmpR, codant pour la
résistance a I’antibiotique ampicilline. Cet outil est exploité pour sélectionner uniquement les

souches d’E. coli présentant le plasmide.

. . ™
PreScission  Protease .

[Leu Glu val Leu Phe cintaly Prol
CTG GAA GTT GTG TTC GAG GGG GGG CTG GGA TGC,CCG GAA TTC,GCG GGT GGA,GTC GAG GGG GCG GAT

BamH | EcoORl “gma| Sall xno|  Notl

Tth111 1

pSj10ABam7Stop?
Pst |

pGEX
~4900 bp

Mar |

EcoR WV

BssH I

Apa |

pBR322
BStE II i

Miul

Figure 26- Carte génétique du plasmide pGEX-6P-1.

Protocole : Les souches BL21 sont cultivées dans un milieu de culture TYX2 contenant 17 g/L
de bactotryptone, 10 g/L d’extrait de Bacto-levure et 5 g/L de NaCl. La culture bactérienne est
faite a 37°C sous agitation pendant une nuit, jusqu’a obtention d’une densité optique égale a 0,5.
Apreés centrifugation de 10 min a 2500x g, le culot est resuspendu dans 10 mL de CaCl,a 50 mM,
centrifugé a nouveau et nouvellement repris dans 5 mL de CaCl,a 50 mM. Ces étapes permettent
aux bactéries de devenir compétentes par 1’action du chlorure de calcium. Ensuite, 1 pg du

plasmide pGEX-6P-1 est rajout¢ a 150 pL de bactéries compétentes. Le passage d’une
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température de 4°C a une température de 42°C permet de provoquer un choc thermique
nécessaire pour que le plasmide soit incorporé. Rapidement rafroidies a 4°C, les bactéries sont
étalées sur un milieu gélosé de TY-A (contenant I’ampicilline) et incubées une nuit a 37°C. Suite
a cette étape, il y a la phase de surexpression de la protéine de fusion GST-protéine d’intérét. A
cet effet, on rajoute un analogue structural du lactose, 1’Isopropyl-p-D-Thiogalactopyranoside ou
IPTG. L’IPTG agit sur le géne lacl9, répresseur de 1’opéron lactose. Une fois enlevé I’ inhibition,
le promoteur de 1’opéron lactose, le ptac, qui contréle ’expression de la protéine de fusion,

permet donc la surexpression de la protéine d’intérét.

Accessoirement, une étape de contréle et estimation du niveau de production peut étre rajoutée
pour doser I’activité de la GST par la mesure de 1’absorbance a 340 nm au spectrophotometre.
En effet, ce test se base sur la réaction catalysée par la GST qui provoque le transfert du GSH sur
le Chloro-1,2,2 Dinitrobenzéne ou CDNB. L’absorbance du CDNB libre est de 270 nm, alors
que le CDNB-GSH absorbe a 340 nm.

Concernant la surexpression de la protéine de fusion, elle est effectuée en présence de 0,2 mM
de IPTG pendant une nuit a TA. Ensuite, la protéine de fusion est recupéree grace a une étape de
lyse bactérienne a la French Press (French PressureCell Press, SLM AMINCO®), en appliquant
une pression de 600 bar. Le lysat bactérien est collecté et la GST est utilisée dans une premiére
¢tape de purification par chromatographie d’affinité. Cette étape est effectuée grace au Glutathion
ou GSH couplé a une résine Sepharose 4B™ (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) constituant la
phase stationnaire chargée dans la colonne. La résine est équilibrée avec le Tampon A et rajoutée
au lysat (mélange en batch). Le mélange est agité 30 min a 4°C, centrifugé a 200 x g pendant 5
min et décanté avant d’étre coulé dans la colonne PD10 (GE Healthcare). Ainsi, le lysat est passé
sur colonne, afin de récupérer les protéines de fusion GST-protéine d’intérét, grace a 1’affinité
entre la GST et GSH. Le Tampon B est utilisé pour éluer la protéine de fusion. Des lavages de la
colonne sont effectués avec le Tampon B, C et A et 20% d’éthanol dans I’eau avant de la stocker
au frigo, ce qui permet d’éviter les contaminations. Le tag GST est successivement éliminé par
la PreScission® Protease (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Aprés une étape de dialyse qui
permet de réduire la concentration en NaCl contenue dans 1’¢luat, il y a 1’étape de purification
par échange de ions avec I’automate de purification AKTA™ purifier (GE Healthcare, Uppsala,
Suéde). La colonne ReSource™ est lavée d’abord avec NaOH 0,5M et ensuite avec le Tampon
E et D. Cette technique se base sur la charge des molécules a isoler, et la résine utilisée pour la
phase stationnaire est une échangeuse de cations se présentant sous forme de billes de poly-

vinyle-benzene auxquelles des groupements -SOz™ ont éteé greffés. Le principe de la purification
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se base sur I’attraction des composés S et F des leucotoxines aux groupements -SOz". L’¢élution
est provoquée par I’augmentation de la concentration d’ion Na* qui va compéter avec la protéine
d’intérét, qui est donc récupérée par 1’augmentation progressive du tampon E, par rapport a la
quantité de Tampon D. La pureté da chaque protéine est ensuite vérifiée par SDS-PAGE sur la
base de la masse moléculaire apparente. La masse et I’intégrité des protéines peuvent étre
également testées par spectrométrie de masse et sa fonctionnalité peut étre testée par des
expériences d’activité leucotoxique. Un test supplémentaire peut é&tre effectué par

immunoprécipitation radiale double en gel d’agarose 0,6% (p/v) contre des antigénes natifs.

La concentration des composés purifiés des leucotoxines est calculée sur la base de la densité
optique au spectrophotometre a 280 nm et les sous-unités sont ensuite stockées a -80°C jusqu’a

leur utilisation.

2.7.3 Microscopie en épifluorescence

Principe : Une fois que les composés des leucotoxines et les hPMNSs sont prépares, nous pouvons
procéder aux expériences souhaitées. Concernant I’étude de la NETose, ’'une des techniques les
plus fréqguemment utilisées est la microscopie a fluorescence. Le principe de cette technigque se
base sur la possibilité d’observer par microscopie optique des objets, des molécules ou structures
fluorescentes qui émettent de la lumicre suite a ’absorption de photons a plus haute énergie.
L’image peut ensuite étre enregistrée en tant que cliché photographique, a I’aide d’une caméra
qui peut étre montée sur le corps du microscope. Dans le cas de nos expériences, les objets a
observer ne produisent pas de lumiére fluorescente en eux-mémes. Par conséquent, une étape de
marquage est prévue a cet effet. Le marquage le plus adéquat est I’'immunomarquage, qui
repose sur le principe de reconnaissance d’antigénes spécifiques opérée par les anticorps (Figure
27 A). 11 s’agit donc d’une méthode de marquage indirect, puisque 1’antigéne, la cible de nos
experiences, est marqué par un premier anticorps non couplé a un fluorochrome. Suite a cette
premiére liaison, un deuxiéme anticorps couplé a un fluorochrome de choix est rajouté, afin de
réagir avec le premier anticorps, tout en amplifiant le signal fluorescent par des multiples liens

anticorps primaire-anticorps secondaires (Figure 27 B).
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Figure 27- Principe de la technique d'immunomarquage pour I'observation des échantillons par
épifluorescence.

Protocole : Pour évaluer qualitativement et quantitativement la NETose des hPMNSs exposés aux
deux leucotoxines a 1’é¢tude, nous avons précédemment effectué des tests pour optimiser la
concentration de hPMNs afin d’obtenir un niveau homogeéne de cellules cultivées dans les boites

de Pétri de 35 mm de diamétre.

Petit excursus : Initialement, les boites en polystyréne étaient préalablement traitées avec de la
gélatine a 1% ou de la poly-lysine x1, ou un mélange des deux, et chauffées (gélatine 0,1% et
poly-lysine 1% dilués dans du PBSx1), mais I’adhérence n’était jamais suffisamment constante
et les lavages successifs produisaient le décollement de la gélatine et des cellules. Ainsi, des
boites de Pétri «treated » ont été introduites pour nos expériences. Il s’agit de boites en
polystyrene, traitées afin d’en réduire le caractére hydrophobe naturel du matériel en augmentant
la charge positive de la surface par des moyens chimiques. L’augmentation de la charge positive
est importante pour I’adhérence cellulaire et ce type de matériel est donc maintenant utilisé pour
la culture cellulaire de cellules comme les neutrophiles humains.

Fin de ’excursus.
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Nos tests préliminaires avec des concentrations initiales variables de cellules (de 2x10° cellules
par mL a 0,1x10° cellules par mL) nous ont permis de déterminer que 0,5 x10% hPMNSs par mL
est la concentration optimale pour ce type d’expérience in vitro. Les hPMNSs isolés comme
précédemment décrit sont donc mis en culture & hauteur de 0,5 x10° cellules par mL dans du
RPMI/BSA 0,5%. Cing-cents pL de cellules en suspension sont déposés au milieu de la boite
Pétri a I’aide d’une pipette, ayant soin de ne pas faire couler la goutte aux bords de la boite de
Pétri. Cela a pour but d’éviter que les cellules se retrouvent aux limites de la surface de culture,
ou on avait précédemment remarqué une plus fréquente mort cellulaire. Les boites sont donc
incubées dans un incubateur réglé a 37°C avec une atmosphére a 5% de CO; pendant 30 min,
afin de permettre une adhérence cellulaire adéquate. Ensuite, les cellules sont observées au
microscope optique pour vérifier 1’état d’adhésion. Le milieu de culture est retiré et remplacé par
500 pL de milieu contenant les stimuli, preparés dans du RPMI/BSA 0,5%, ou bien par 500 puL
de milieu de culture sans stimuli, afin d’obtenir un contrdle négatif pour chaque condition
expérimentale. Les boites sont donc remises a 1’incubateur et laissées pendant les différents
temps d’incubation. Pour les expériences visant a évaluer la NETose induite par les deux
leucotoxines et le PMA, utilisé en tant que contrdle positif, les temps d’incubation étaient 10 min,
1h, 3h et 6h, dont le dernier temps représente le pic maximale de NETose indiquée dans la
littérature (Brinkmann et al. 2012). Aprés chacun des temps d’incubation, la boite de Pétri
contenant les hPMNs stimulés est sortie de 1’incubateur et 125uL de PFA 16% sont directement
rajoutés aux 500 pL de milieu de culture pendant 5 min pour arréter la réaction et créer des liens
croisés covalents entre les molécules, en particulier entre les amines libres des protéines. Cela
permet de fixer les cellules dans leur état tridimensionnel. Le milieu et le PFA sont ensuite retirés
et les cellules qui ont adhéré au fond des boites de culture sont lavées avec de I’HBSS, avant de
rajouter 1 mL de tampon de blocage. Cette étape se déroule pendant une nuit a 4°C et a pour but
de saturer les sites aspécifiques pouvant géner I’immunomarquage consécutif. Le blocage est
effectué par le lien que la BSA et le SVF produisent aux potentiels sites de liaison non-spécifiques
de la surface de culture, en réduisant ainsi le bruit de fond et en améliorant le ratio entre signal
et background, sans pourtant altérer ou masquer les épitopes ciblés par les anticorps.

Une fois bloquées, les cellules sont lavées une fois avec du HBBS et I’anticorps primaire est
préparé dans du tampon de dilution a une concentration de 1ug/mL. Cing-cents pL de cette
dilution sont déposés sur les cellules pendant 1h a TA en appliquant une Iégére oscillation pour
que I’anticorps atteigne toutes les cellules. Une fois le temps d’incubation écoulé, I’anticorps
primaire est retiré et deux lavages avec ’HBBS vont précéder 1’application de ’anticorps

secondaire. Ce deuxiéme anticorps est également préparé dans le tampon de dilution a une
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concentration de 2ug/mL. Les cellules sont a nouveau laissées en contact avec 1’anticorps
pendant une heure d’incubation a TA sous 1égere oscillation. Ensuite, I’anticorps est enlevé et
les cellules sont lavées deux fois avec ’HBSS avant d’appliquer une dilution de la sonde
fluorescente Hoechst a une concentration de 10pg/mL, préparée dans de ’HBSS. Nous laissons
agir I’Hoechst pour le marquage des noyaux et de I’ADN pendant 30 min a TA et sous
I’habituelle oscillation, avant de le retirer et de faire un dernier lavage a I’HBSS et appliquer a
nouveau 1 mL du HBSS afin d’effectuer 1’observation au microscope a épifluorescence avec un

objectif x10.

Microscope a épifluorescence : Le microscope a épifluorescence utilisé pour nos expériences
est un Olympus BX60 équipé d’une lampe a mercure HBO qui sert de source de lumiere.
L’objectif pour ce type d’expérience a un grossissement x10 (marque Olympus), ce qui permet
d’avoir un grossissement total de x100 pour nos images (Figure 28). Les filtres utilises pour les
observations sont un filtre UV pour visualiser la fluorescence de la sonde Hoechst (DAPI dans
la figure 29), un filtre pour la fluorescéine (FITC dans la figure 29) pour le fluorochrome Alexa
488 et un filtre pour la Rhodamine (TRITC dans la figure 29) pour I’Alexa555. Pour
I’enregistrement des images, une caméra Orcaflash 4.0 (C11440, Hamamatsu, Massy, France)

montée sur le microscope est utilisée et couplée au logiciel HC Image Live (Hamamatsu).
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Figure 28- Schéma du chemin de la lumiére dans un microscope a fluorescence.

Plan d’échantillon

Adapté du site : https://www.thorlabs.com/newgrouppage9.cfm?objectgroup id=10769

109


https://www.thorlabs.com/newgrouppage9.cfm?objectgroup_id=10769

TRITC {Em Filter)
Alexa Fluor 555
Hoechst 32258 FITC {Em Filtar)
DAP| (Em Filtar) Alexa Fluor 428
v v o - v
100 o~ T

Legend

—
3]

. Mercury Lamp
Q Alexa Fluor 485
& FITC (Em Filten)
Alexa Fluor 555
TRITC (Em Filter)
' ! B Hoechst 33258
|\ B 4Pl (Em Filter)
1

Relative Intensity (%)
(55
=)

(=]
3]

300

600 700 800 900
Wavelength (nm)

Pointer Location: 455nm, 9%
Flucrophores: Alexa Fluor 435, Alexa Fluor 555 Heoechst 33255

Key
Figure 29- Spectre d'émission

Lumiére d’émission des deux anticorps secondaires utilisés (courbe verte et courbe jaune) et de la sonde Hoechst
(courbe bleue), ainsi que le spectre d’excitation de la lampe au mercure (ligne pointillée noire). Les colonnes colorées
en bleu, vert et jaune correspondent aux filtres d’émission utilisés pour observer les différents marquages cellulaires.

Source : Fluorescence Spectra Viewer by ThermoFisher Scientific (https://www.thermofisher.com/fr/fr/lhome/life-
science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.html)

2.7.4 Western Blot

Principe : Pour I’étude de la voie de signalisation activée pendant la NETose, nous nous sommes
basés sur la littérature disponible. Cependant les résultats publiés variaient selon le stimulus
inducteur étudié, comme on I’a déja expliqué dans I’introduction, ne permettant pas d’arriver a
une conclusion univoque concernant la NETose. Néanmoins, différentes kinases ont été
indiquées comme étant souvent phosphorylées, et donc activées, dans le cas de la NETose NOX-
dépendante et NOX-indépendante. Ainsi, les kinases Akt et ERK1/2 ont été sélectionnées pour
étre étudiées par la technique de Western blot. Le principe de cette technique de biologie
moléculaire se base sur I’extraction des protéines contenues dans les cellules opportunément
lysées, et dont les protéines sont préservées des nombreuses protéases et phosphatases du

neutrophile. Ensuite, une migration (verticale) sur gel de polyacrylamide est effectuée pour les
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séparer sur la base de leur poids moléculaire apparent. Elles sont successivement transférées (par
transfert horizontal) sur une membrane de nitrocellulose, afin de pouvoir effectuer un marquage
a travers des anticorps spécifiques et révéler la présence ou I’absence d’une protéine dans
I’extrait. Grace a la spécificité des anticorps la technique permet également d’identifier des
protéines ayant subi une modification post-traductionnelle, telle que la phosphorylation, mais
également la deimination ou la lipidation, c’est-a-dire 1’ajout d’une fraction lipidique a une
protéine par un lien covalent, comme dans le cas de I’autophagie. Le résultat que 1’on obtient est
normalement issu de la révélation effectuée grace a une réaction de chimiluminescence, qui
permet une révélation tres sensible. La réaction de chimiluminescence est similaire a celle induite
pour observer les cellules en fluorescence, cependant il existe une différence principale. En effet,
pour la microscopie a fluorescence le fluorochrome est porté dans un état excité par une source
lumineuse (laser ou lampe a mercure) et il retrouve son état basal par 1’émission d’une radiation
dans le spectre électromagnétique, dépendamment de la molécule. Différemment, la réaction de
chimiluminescence est due a un état déja excité de la molécule, provogqué par une réaction
chimique, ce qui résulte en I’émission de photons lumineux, du diazote gazeux (N2) et d’un

produit incolore.
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Dans le cas des Western blots, la réaction se fait normalement entre la peroxydase couplée a
I’anticorps secondaire et le mélange de deux produits, le peroxyde d’hydrogene et le luminol,
additionné d’un activateur (enhancer) qui a le but de rendre la réaction d’émission lumineuse
plus durable et la détection par la machine plus performante. La lumiére est en effet détectée et
une image est formée a I’ ordinateur par accumulation de photons qui vont dessiner les différentes

bandes correspondantes a la taille de la protéine ciblée par les anticorps.

Protocole : 1x10” hPMNs sont isolés d’un buffy coat et gardés dans du RPMI/SVF 10%. Un mL

de préparation cellulaire est déposé dans un tube de 1,5 mL pour chaque condition expérimentale.
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Les stimuli sont rajoutés directement dans le milieu de culture des cellules et les tubes sont mis
dans un incubateur réglé a 37°C et 5% CO.. Différents temps d’incubation sont prévus selon
I’expérience. Généralement les temps d’incubation sont 10 min, 15 min, 30 min et 100 min. Deux
lavages avec du PBS x 1 gardé dans la glace sont effectués et une centrifugation de 2 min a 2100
X g est réalisée avant de rajouter le tampon de lyse. Ce tampon est préparé avec une base de
tampon RIPA, un milieu de lyse fort qui a pour but de solubiliser les protéines contenue dans le
cytoplasme, les membranes et les noyaux, tout en évitant la dégradation des protéines et sans
interférer avec leur activité biologique. Au RIPA on additionne 0,2% de Triton X-100. La
dégradation des protéines est évitée grace a I’ajout dans ce méme tampon d’une série

d’antiprotéases diverses (Tableau ci-dessous)

NOM DE L'INHIBITEUR PROTEASES OU PHOSPHATASES INHIBEES

Cocktail « cOmplete™ » de Roche Ce cocktail contient des inhibiteurs des sérines,
cystéines, et métalloprotéases.

NaVOs Inhibiteur de tyrosine phosphatase.

NaF Inhibiteur de sérine-thréonine phosphatases.

Pepstatine Puissant inhibiteur de protéases aspartiques.

Levamisole Inhibiteur de phosphatases alcalines.

Leupeptine Inhibiteur de cystéines, sérines et thréonines
peptidases.

Aprotinine Inhibiteur ~ de  plusieurs  sérines  protéases,
notammentla  trypsine,la  chymotrypsine, la

plasmine et la kallicréine.

PMSF (Fluorure de phénylméthylsulfonyle) Inhibiteur de protéases a sérines.

“Phosphatase Inhibitor Cocktail 2" de Sigma-Aldrich Inhibiteur de protéines tyrosines phosphatases et de
phosphatases acides et alcalines.

Une fois que les cellules sont solubilisées, le lysat est transféré dans des tubes plus épais pour
effectuer une centrifugation a 20000 x g, a 4°C pendant 30 min. Cette étape est effectuée pour
éliminer les agrégats insolubles. Le surnageant est ensuite récupéré et un dosage des protéines
totales est effectué¢ avec le kit Thermo Scientific™ Pierce™ 660nm Protein Assay (22660,
Waltham, Massachusetts, USA). Une fois calculée les données concernant la concentration des
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protéines totales pour chacun des échantillons, on prépare des nouveaux tubes dans lesquels on
dépose une dilution adaptée du lysat afin d’obtenir une méme concentration de protéines totales
pour chaque condition. Le tampon de charge est donc rajouté pour permettre la dénaturation des
protéines et pour pouvoir suivre le front de migration dans d’électrophorése. En effet, le sodium
dodecyl sulfate, ou SDS, contenu dans le tampon de charge, non seulement linéarise les protéines
en structure primaire d’acides aminés, mais il leur apporte un nombre de charges négatives qui
est dépendant de leur taille, ce qui permet leur séparation optimale sur la base de leur masse
moléculaire apparente dans la phase de migration. L’ajout du B-mercaptoéthanol dans le tampon
de charge est nécessaire pour réduire la formation de ponts disulfure et rendre ainsi possible la
séparation des protéines dans le gel. De plus, la présence du Bromophénol bleu, une petite
molécule anionique colorée, permet de marquer les protéines et ainsi monitorer la progression de
la migration. Les échantillons si préparés sont chauffés 5 min a 95°C pour permettre aux
protéines de perdre leur conformation 3D et donc consentir la successive reconnaissance des
épitopes par les anticorps primaires. Un gel de polyacrylamide allant d’une concentration de 4%
a 20% de densité est chargé avec les échantillons correspondant aux différentes conditions et un
ou deux puits sont réservés pour charger 1’échelle colorée Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards de Bio-Rad (Hercules, Californie, Etats-Unis), qui sert de repére pour déterminer le
poids moléculaire des protéines. L’étape de migration se déroule en appliquant une courante
électrique de 200 V et 66mA pendant environ 30 min a la cuve qui contient le tampon de
migration et le gel chargé en protéines. Le front de migration bleu nous indique 1’état de la

migration (Figure 30).
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Figure 30- Phase de migration de la technique de Western blot.

SDS-PAGE : les échantillons sont déposés a la pipette a hauteur de 20 pL par puit, pour des gels a 12 puits de Bio-
Rad. Ensuite, un courant électrique est appliqué afin de séparer les protéines sur la base de leur masse moléculaire
apparente, jusqu’a ce que le front de migration (en bleu) atteigne la limite du gel, marquée par une ligne noire.
L’échelle colorée représente également un témoin du bon déroulement de la migration.

Une fois la migration arrétée, le gel est récupéré pour la phase de transfert. Le transfert se fait
aprés une étape d’assemblage de ce que 1’on appelle « sandwich ». Des éponges sont imbibées
avec du tampon de transfert. Sur ces éponges on dépose deux papiers absorbant de la méme taille,
précédemment imbibés avec le méme tampon de transfert. Le gel est ensuite posé sur les papiers
et la membrane de nitrocellulose de 0,2 uM de porosité y est apposée, une fois imbibée de
tampon. Le sandwich est complété par 1’apposition de deux autres papiers absorbants et des
éponges. Cet assemblage se fait du bas vers le haut et le courant successivement appliqué aura
son p6le négatif dans la partie inférieure du sandwich et le p6le positif dans la partie supérieure,
de maniére a induire le transfert des protéines, chargées negativement, du gel a la membrane. Le

sandwich est déposé dans une cuve et un courant de 30 V est appliqué pendant 2 h (Figure 31).
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Figure 31- Construction du « sandwich » utilisé pour la phase de transfert des protéines du gel a lamembrane
de nitrocellulose.

Apreés le transfert, la membrane est récupérée et immergée dans le tampon de blocage ou elle sera
laissée sous légere agitation pendant minimum 3h, tandis que le gel est coloré avec du bleu de
Coomassie pour évaluer la réussite du transfert.

Suite au blocage, la membrane est mise en contact avec 1’anticorps primaire de choix, dilué a la
concentration optimale dans du tampon de dilution. La membrane est laissée a 4°C sous légére
agitation pendant une nuit. Le lendemain, 3 lavages sont effectués pendant 5 min chacun avec du
PBS Tween a 0,05%, et I’anticorps secondaire couplé a la peroxydase, opportunément dilué dans
du tampon de dilution, est rajouté. La membrane est laissée 2 h sous agitation a TA pour
permettre a ’anticorps secondaire de réagir avec I’anticorps primaire. Trois lavages avec du PBS
Tween 0,05% sont effectués et la membrane est imbibée pendant 5 min d’un mélange de ratio
1 :1 de deux produits constituant le kit de révélation Clarity Max de Bio-Rad. L’observation et
I’enregistrement des images sont effectués grace au ChemiDoc™ Imaging System (Bio-Rad) et
via le logiciel Image Lab Software de Bio-Rad pendant des temps d’exposition variables de 1 a

10 min.

2.7.5 Cytométrie en flux

Principe : La cytométrie en flux est une technique permettant 1’analyse a haut débit des
caractéristiques individuelles de chacune des cellules (particules/bactéries/parasites/billes, etc..)
présentes dans une suspension. Les cellules sont prélevées par un capillaire et entrainées par un

flux liquide, dit liquide de gaine, qui les aligne sans pourtant se mélanger avec la suspension
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cellulaire. Ainsi, elles passent les unes apres les autres devant un ou plusieurs faisceaux
lumineux, souvent des lasers. Les cellules, passant devant le laser de fagon ordonnée, provoquent
la diffusion de la lumiére du laser. Cette diffusion nous donne déja deux informations tres
importantes : la lumiére diffusée « vers I’avant », ou Forward Scatter (FSC) est analysée pour
obtenir des informations concernant la taille de la cellule, tandis que la lumiére qui est déviée de
90°, ou Side Scatter (SSC) permet d’avoir des informations concernant la forme, la structure
interne et la granularité ou complexité de chaque cellule. Ainsi, deux détecteurs sont prévus, I'un
aligné a la direction du laser (0°, FSC) et I’autre qui se trouve a 90° par rapport a la direction du
laser (SSC). En plus de ces informations, on peut procéder avec des marquages fluorescents, soit
en utilisant des anticorps couplés a des fluorochromes, comme dans le cas de la microscopie a
fluorescence, soit avec des sondes fluorescentes. La fluorescence est ensuite passée par un jeu de
miroirs dichroiques et des filtres optiques pour étre ensuite adressee a des photomultiplicateurs
qui en amplifient le signal et le convertent en signaux numériques pour procéder avec 1’analyse
statistique. Ainsi, on peut obtenir des nombreuses informations et données a une vitesse
considérable, ce qui représente I’avantage de cette technologie. D’ailleurs, certains cytometres
peuvent étre couplés a un systeme di triage, qui permet, non seulement I’analyse des cellules,
mais egalement de les séparer sur la base de leurs caractéristiques. Cette application prend le nom
de FACS ou Fluorescence Activated Cell Sorting, qui en souligne la capacité de trier (Figure
32).

I1 faut rajouter pourtant que au sein de I’EA7290 nous avons pu disposer de deux typologies de
cytomeétres. Initialement, un FACSort® Beckton-Dickinson (Le Pont de Claix, France) a été
utilisé. Ce dernier présentait une partie fluidique, constituée du liquide de gaine nécessaire a la
focalisation des cellules. Néanmoins, plus récemment notre Institut a pu s’équiper d’un nouvel
instrument, le cytometre Guava® easyCyte™ 8TH de Luminex (ex-Merck) (Austin, Texas,
Etats-Unis), dont il est important de détailler une particularité : il ne posséde pas un systéme
fluidique traditionnel, puisqu’il n’emploie pas le liquide de gaine. A la place de ce dernier, il
présente un micro-capillaire capable d’aspirer directement 1’échantillon en suspension et

permettant un auto-alignement des cellules dans le flux.
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Figure 32- Principe du fonctionnement d’un cytométre en flux et du « sorting » successif.

Adapté du site internet : http://bfa.univ-paris-diderot.fr/cytometrie-en-flux-et-tri-cellulaire/

Protocole : Pour I’étude des réactifs de 1’oxygene produits par les hPMNs lors du contact avec
les stimuli, nous avons isolé 1x 10° polynucléaires neutrophiles dans du RPMI sans Phenol
Red/SVF 10%. Les stimuli sont préparés a part, en rajoutant 2,5uM de DHR123 au méme
moment de I’ajout des toxines et du PMA. Concernant les mtDROs, une préincubation des
cellules avec 2,5uM de MitoSOX est effectuée pendant 30 min a 37°C et 5% CO,, avant la
stimulation. La fluorescence du DHR123 est analysée au cytomeétre en flux dans le canal vert,
dont la longueur d’onde d’émission correspond a 525/30 nm. Séparément, une lecture de la
fluorescence du MitoSOX est effectuée par 1’étude du signal dans le canal jaune, correspondant
a une longueur d’onde d’émission de 583/26 nm. Initialement, les deux expériences ont été

effectuées en employant le cytométre FACSort® Beckton-Dickinson et les résultats ont été
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confirmés également par une analyse au cytometre easyCyte™ 8TH de Luminex. Les temps
d’incubation étudiés vont de 0 min a 60 min avec une lecture de la fluorescence toutes les 10
minutes. Une fois terminée la phase d’acquisition, la phase d’analyse est effectuée par sélection
de la population cellulaire sur la base des caractéristiques communes des cellules, indiquées par
les données de FSC et SSC. Une fois que la population des hPMNs a été sélectionnée ou
« gated », la fluorescence correspondante uniquement a ces cellules est prise en compte, ce qui
permet d’écarter les données relatives aux débris cellulaires, laissés en dehors de 1’analyse.
Ensuite, la moyenne de fluorescence correspondante a chacune des conditions d’incubation est

employée pour obtenir les données statistiques.

2.7.6 Microscopie confocale

Principe : L’étude précédemment menée par Zimmermann-Meisse et al. (2016), nous a poussé
a nous intéresser a 1’internalisation de la LPV dans les hPMNs en ciblant la mitochondrie. Ainsi,
la technique de microscopie confocale a ét¢ employée afin d’évaluer la colocalisation entre la
LPV et la mitochondrie. La colocalisation en microscopie confocale est la capacité de visualiser
et analyser la superposition de deux ou plusieurs types de molécules fluorescences différentes
ayant la méme localisation spatiale a I’intérieur de la cellule. Quand deux fluorochromes
différents se superposent, la signification biologique que 1’on peut en déduire est que les
molécules ciblées par les anticorps couplés aux deux fluorochromes se trouvent en interaction
physique I’une avec ’autre, ou bien, que d’un point de vu de I’image digitale, elles partagent les
mémes pixels. L’avantage d’utiliser une technique différente de la microscopie a fluorescence
précédemment décrite est que la microscopie confocale permet d’obtenir des images a haute
résolution et a tres faible profondeur de champ dites « section optiques », grace a la présence de
deux « pinholes » ou sténopeés. Le premier, se trouvant sur la trajectoire de la source lumineuse,
sert pour focaliser le faisceau lumineux sur une partie spécifique de I’objet observé. Le deuxieme
se trouve dans la direction de la lumiere émise et sert pour laisser passer uniquement la lumiére
dérivant de I’aire de 1’objet selectionné vers le détecteur, en excluant donc la lumiere émise par
tous les autres plans focaux qui rendrait I’'image floue. La source lumineuse est souvent un laser,
tandis que la lumiére réémise suite a ’excitation de I’aire de I’objet observé est souvent due a un
immunomarquage fluorescent a 1’aide d’anticorps couplés a des fluorochromes. Cette technique
permet ainsi de suivre la localisation, méme au niveau subcellulaire, de molécules marquées par

immunomarquage. D’ailleurs, il est également possible de produire des sections optiques
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successives d’épaisseur inférieur a 0,5um sur ’axe des Z, obtenant ce que 1’on appelle un « Z-
stack » : la série de ces images peut étre ensuite utilisée pour faire une reconstruction 3D de

I’objet observé.

Protocole : Les hPMNs sont isolés en raison de 8x 10° cellules/mL dans du RPMI/SVF 10%. Un
mL par condition est déposé dans des tubes de 1,5 mL et les stimuli sont rajoutés directement
aux cellules en suspension. Un marquage supplémentaire est effectué en incubant les cellules
avec 100nM de la sonde fluorescente MitoTracker® Deep Red FM (Cell Signaling Technology,
Danvers, Massachusetts, Etats-Unis) pendant 20min avant la stimulation, afin d’avoir un contréle
supplémentaire pour le marquage de la mitochondrie. Ensuite, les hPMNs sont laissés a
I’incubateur a 37°C et 5% COz pendant 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 40 min et 50
min, étant 50 min le dernier « time-point » exploitable avant les modifications morphologiques
majeures liées a la NETose provoquees par la LPV. La fixation est faite a chaque temps
d’incubation par 1’ajout de 250 uL de PFA 16% aux cellules pendant 10 min a TA. Une
centrifugation a 2100 x g pendant 2 min est effectuée et le surnageant est remplacé par ’HBSS
afin d’effectuer un lavage. Ensuite, les cellules sont perméabilisées a I’aide d’une solution a
0,05% de TritonX-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) laissée agir pendant 5 min a
TA. Suite a une nouvelle centrifugation le surnageant est remplacé par I’HBSS afin de laver les
cellules des résidus de Triton. L’étape suivante est le blocage que, tout comme pour la
microscopie a fluorescence classique, s’effectue par I’ajout du méme tampon de blocage laissé
agir pendant 30 min a TA. Aprées un énieme lavage, les anticorps primaires sont rajoutés : ’'un a
une concentration de 1ug/mL pour marquer la sous-unité S de la LPV, et I’autre, un anticorps
anti-cytochrome C, est utilisé a une dilution 1:100 afin de marquer la mitochondrie. Les
anticorps sont laissés en contact avec les cellules pendant une nuit a 4°C. Deux lavages avec
I’HBSS sont effectués avant de rajouter 2ug/mL des deux anticorps secondaires spécifiques
pendant 1h a TA. Les deux anticorps secondaires ont été choisis pour leur tailles réduites,
s’agissant d’anticorps F(ab')2, qui correspondent au résultat de la digestion effectuée par la
pepsine afin d’éliminer le fragment Fc. Ainsi, uniquement la région Fab (ou antigen-binding
fragment) est gardée, c’est-a-dire la région nécessaire pour reconnaitre et lier les antigenes
d’intérét. Les anticorps secondaires sont couplés a deux fluorochromes dont les spectres
d’émission sont écartés de maniére a réduire au maximum les chevauchements entre les deux :
I’anticorps marquant la LukS-PV porte un fluorochrome Alexa 594, alors que I’anticorps

marquant le Cytochrome C est couplé a 1’ Alexa 488 (Figure 33).
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Figure 33- Spectre d'émission des deux fluorochromes utilisés pour le marquage de la LPV (Alexa594) et de

la mitochondrie (Alexa488).
Le chevauchement entre les deux courbes est assez réduit, ce qui améliore 1’interprétation et 1’analyse des deux

https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/life-science/cell-analysis/labeling-

signaux.  Depuis le site:
chemistry/fluorescence-spectraviewer.html

Les anticorps secondaires sont retirés apres une centrifugation a 2100 x g et 2 lavages a ’HBSS
sont a nouveau effectués avant de rajouter aux cellules 1ug/mL de DAPI pendant 5 min a TA.
Un dernier lavage a I’HBSS est réalisé, aprés avoir retiré la sonde fluorescente. Les cellules sont
ensuite montées sur lame en verre avec 10uL de milieu de montage Mowiol (Mowiol 4.88; cat#
475904; Calbiochem, La Jolla, CA, USA) et laissées durcir pendant 1 nuit a I’obscurité et a TA.
L’observation est faite au microscope confocal Zeiss LSM 780 (Oberkochen, Allemagne) équipé
d’un objectif x63 a immersion dans 1’huile, et le logiciel ZEN 2010 permet la récolte des données
et ’analyse. Dix champs de 1024 x 1024 pixels sont acquis en utilisant une diode a 305 nM

(ultraviolet), un laser a argon a 488 nm et un laser a 562 nm pour exciter les 3 fluorochromes.

2.7.7 Vidéo-microscopie

Principe : La technique de vidéo-microscopie, ou « time-lapse microscopy » est effectuée avec
un microscope a fluorescence équipé d’une lampe HBO a mercure et d’une caméra, dans le but
d’évaluer de fagon continuée I’état des hPMNs exposés a 1 nM de la LPV. Par I’application de
sondes fluorescentes, telles que le Hoechst, le SYTO™ 9 Green et le Bromure d’éthidium (BEt),

trois intercalants de I’ADN, nous avons marqué toutes les cellules adhérant au fond d’une boite
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de Pétri (Ie Hoechst et le SYTO™ 9 Green Fluorescent Nucleic Acid Stain) ou seulement les
hPMNs ayant perdu I’intégrité de la membrane plasmique (le BEt). L’emploi du SYTO 9 nous
permet de marquer de fagon plus stable les acides nucléiques, puisque la sonde Hoechst a une
demi-vie tres courte, notamment si exposée plusieurs fois & une source lumineuse, ce qui va
entrainer rapidement un phénomeéne de photoblanchiment (ou photobleaching). Le microscope a
fluorescence est utilisé pour acquérir un nombre trés élevé de photos prise toutes les minutes, et
pouvant afficher jusqu’a 3 fluorescences sur la méme image (RGB 3-band). L’ensemble des
photos successives permet de réaliser une vidéo et d’observer ainsi 1’évolution et les changements
morphologiques des hPMNSs exposés @ 1 nM de la LPV. Cela permet de distinguer entre les
cellules intactes, dont le noyau change de forme et structure (Hoechst/SYTO 9%), et les hPMNs
perméabilisés (BEt").

Protocole : Les hPMNs sont isolés a une densité de 5x10° cellules/mL dans du RPMI/BSA 0,5%,
et 10pg/mL de Hoechst sont rajoutés. Cing-cents uL de cellules sont déposés dans une boite de
Pétri de 35 mm de diameétre et laissées adherer pendant 30 min a 37°C et 5% CO2. Une fois
vérifié que les cellules ont bien adheré au fond de la boite par observation au microscope en
lumiere normale, le surnageant est remplacé par 3 mL de RPMI/BSA 0,5% contentant 1 nM de
la LPV et 3ug/mL de BEt ou 40 nM de SYTO9 Green. La mise au point au microscope a
fluorescence Olympus BX60 est faite sur les cellules marquées a 1’Hoechst avec un objectif a
immersion dans I’eau x40. Les temps d’exposition des deux canaux, bleu et vert pour le Hoechst
etle SYTO 9, ou bleu et rouge pour le Hoechst et le BEt, sont réglés grace a la caméra Orcaflash
4.0 (C11440, Hamamatsu, Massy, France), couplée au logiciel HC Image Live (Hamamatsu).
L’acquisition des photos se déroule avec un décalage de 60 sec entre une photo et 1’autre pour
une durée totale de 6h. Ensuite, les clichés sont visibles sous forme de vidéo pour observer les

changements de fluorescence et morphologie cellulaire des hPMNs en contact avec la LPV.

2.7.8 Quantification

Les différentes techniques utilisées pendant ce travail de thése nous ont permis non seulement
d’obtenir des données quantitatives, comme dans le cas de la cytométrie, dont les moyennes de
fluorescence de la population de hPMNSs ont été exploitées pour les tests statistiques, mais
également des images en fluorescence, issues des expériences de microscopie a fluorescence et

confocale, ou encore des bandes sur membrane de nitrocellulose, dans le cas du Western Blot.
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Ainsi, les résultats des trois techniques normalement produisant des données qualitatives par
images ont été exploités avec trois logiciels différents, afin d’obtenir des données quantitatives

et y appliquer nos tests statistiques, par la suite.

2.7.8.1 CellProfiler pour la microscopie a fluorescence

Les images en microscopie a fluorescence ont été acquises en prenant aléatoirement en photo 8
champs différents pour chaque condition (chaque boite de Pétri). Le canal bleu (UV) est d’abord
utilisé pour effectuer la mise au point de I’image et une photo par canal est prise en monochrome,
afin d’effectuer la quantification avec le logiciel CellProfiler™ (Broad Institute, Cambridge,
USA). Les données sont extraites grace au principe du logiciel, qui permet la création d’une série
de modules constituant une « pipeline ». Ces modules contiennent chacun des instructions
précises pour pouvoir prendre en examen et quantifier le nombre de cellules totales par photo,
correspondant au nombre de cellules marquées a I’Hoechst. Egalement, le logiciel quantifie le
nombre de cellules en NETose, c’est-a-dire les cellules présentant un signal de fluorescence dans
les canaux correspondant aux fluorochromes des anticorps anti-EN, anti-MPO ou anti-citH3.
Cette méthode permet d’analyser les photos en éliminant le plus possible le biais qui peut affecter

un comptage manuel des cellules.

Une fois obtenu le fichier des résultats du comptage, on applique aux chiffres une simple formule

mathématique, adaptée de Brinkmann et al. (Brinkmann et al. 2012), a I’aide du logiciel Excel :

% de NETose = Nombre de cellules positives a4 ’'immunomarquage (i.e. : anti-EN) x 100
Nombre de cellules positives a I’Hoechst (la totalité des cellules)

Le pipeline est ainsi congu :

1. Sélection des noyaux : les photos correspondantes au marquage a 1’Hoechst sont prises
en appliquant un filtre UV. Ainsi, les noyaux sont visibles dans le canal bleu avec un
grossissement final x100. Le logiciel est réglé de facon a appliquer un seuil « Global »
sur la base de la méthode dite « Robust Background » avec un facteur de correction égal
a 2 et des limites inferieures et supérieure de luminosité de pixels prise en compte entre
0,3 et 1. Chaque cellule, ou objet, est identifié sur la base de son intensité lumineuse et le
diametre des cellules a été réglé entre 5 et 80 pixels.

2. Sélection des cellules en NETose : Les cellules en NETose sont observées dans le canal

vert ou jeune, selon le fluorochrome employé. Le logiciel est réglé de facon a appliquer
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un seuil « Global » sur la base de la méthode dite « Robust Background » avec un facteur
de correction égal a 1 et des limites inferieures et supérieure de luminosité de pixels prise
en compte entre 0,2 et 1. Chaque cellule, ou objet, est identifié sur la base de son intensité
lumineuse et le diamétre des cellules a été réglé entre 6 et 200 pixels.

What is a « Robust Background » ? Il s’agit de la méthode de choix du seuil.

Le seuil d’intensité a une influence sur la décision de considérer ou pas un pixel comme
appartenant a l'arriére-plan ou background, ou bien le considérer comme faisant partie
d’un pixel composant I'objet ou cellule a I’étude. Plus la valeur de ce seuil est élevée, plus
les pixels considérés comme faisant partie de I'objet doivent présenter une luminosité
intense. Inversement, plus cette valeur est basse, plus les pixels a faible intensité sont
considérés comme partie de I'objet a I'étude et non pas faisant partie du background.
Notamment, la méthode du « Robust Background » permet de considérer que la
distribution du background suit une courbe Gaussienne et un égal pourcentage de pixels
a intensité trop élevée ou trop faible sont exclus de I'analyse. Ensuite, le logiciel procede
au calcul de la moyenne et des écarts types des intensités des pixels restants et applique
un seuil issu du calcul : moyenne+ N fois I'écart type. Le nombre de fois ou I"écart type
est rajouté a la moyenne est choisi par 'utilisateur sur la base des parametres prenant
en compte plus efficacement les objets a I'étude.

Cette méthode est conseillée si la majorité des pixels composant I'image font partie du
background, ou bien quand I'image change concernant sa luminosité globale, mais les
objets gardent une méme différence d’intensité lumineuse par rapport au background.

Les valeurs ainsi obtenues sont analysées et moyennées grace au logiciel Excel. Ensuite,
elles sont transférées au le logiciel GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA

92108) pour I’analyse statistique.

2.7.8.2 ImageJ pour les Western blot

Les images issues de la révélation au ChemiDoc™ de Bio-Rad sont enregistrées au format .scn
et I’image a exposition adéquate est créée par une accumulation de photons. Ce procédé rend les
bandes visibles, mais il faut veiller a ce que le signal ne soit pas saturé. L’image est ensuite
ouverte avec le logiciel Image Lab™ de Bio-Rad, afin d’enregistrer une copie sous format .tiff.
Cette derniere image est ensuite ouverte avec le logiciel Image J (NIH) (Schneider et al. 2012),
afin de quantifier et comparer les profils de migration de bandes protéiques, par une technique
de densitométrie, autrement dit, en se basant sur la mesure de la densité et de la quantité de signal.
Une fois sélectionnée la bande ou les bandes d’intérét, leurs profils de migration sont analysés
par le logiciel, nous permettant d’en obtenir ’aire, correspondant a la mesure de leur intensité

(Figure 34).
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Figure 34- Exemple de quantification de ’intensité des bandes d'un western blot effectuée avec le logiciel
Image J.

Le résultat quantitatif obtenu pour chagque condition est ensuite normalise en le divisant par ’aire
de la bande correspondante a la protéine GAPDH, utilisée comme « loading control ». Cela est
fait afin de vérifier qu’une égale quantité de protéines totales par condition ont été chargées dans
le gel. Suite a cette premiere opeération le résultat est nouvellement divisé par le contréle négatif
(cellules sans stimuli), afin d’exprimer le résultat final en « fold-change », ¢’est-a-dire le facteur

d’augmentation d’intensité pour chaque condition par rapport au contrdle négatif.

Niveau d’expression de la protéine y = (aire de la condition x/ aire de la condition « contrdle négatif »)

(aire de la GAPDH correspondante & la condition x/ aire de la GAPDH
correspondante au contréle negatif)

Le contrdle négatif est donc introduit afin de normaliser les bandes, alors que la GAPDH est
analysée pour comparer les conditions I’une a I’autre. Les données ainsi obtenues sont ensuite
transférées au logiciel pour 1’analyse statistique GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, CA 92108).

2.7.8.3 Squassh pour la microscopie confocale

Pour 1’évaluation du niveau de colocalisation entre la LPV et la mitochondrie, la superposition
des deux fluorescences, correspondantes a chacun de ces deux facteurs, a été étudiée grace au

logiciel Fiji, en utilisant le plug-in Squassh. Ce programme nous permet d’effectuer la
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segmentation et la quantification des particules intracellulaires marquées, et d’en calculer le
coefficient de corrélation de Pearson (CCP) et la superposition entre I’aire des objets du
canal rouge (toxine) et celle des objets du canal vert (mitochondrie). Plus particuliérement,
nous avons déterminé 1’aire de la fluorescence de la LPV, ou mieux de sa sous-unité LukS-PV,
sur I’aire de la fluorescence du Cytochrome C des mitochondries. Le coefficient de Pearson nous
donne la mesure de la corrélation linéaire entre deux variables. Dans le cas de nos expériences il
s’agissait donc d’obtenir la corrélation entre les pixels des deux canaux dans 1’ensemble de

I’image.

Le coefficient de corrélation de Pearson : il s’agit d’'une mesure de covariance, c’est-a-dire qu’elle
détermine si et comment deux variables X et Y changent ensemble, autrement dit, c’est une
mesure de leur dépendance. Cette valeur peut aller de -1 a 1. Si la valeur est entre -1 et 0 Ia
corrélation linéaire est négative, c’est-a-dire que, quand la variable X augmente, la variable Y
diminue et vice-versa. Si la valeur est a 0, cela indique qu’entre les deux variables il n’existe aucun
type de corrélation linéaire et elles sont donc indépendantes I'une de I'autre. En dernier, si la
valeur s’approche ou est égale a 1, les deux variables présentent une corrélation linéaire positive,
et cela signifie que quand la variable X augmente, la variable Y augmente également, et vice-
versa. (Figure 35).

p=-1 1< p <0

0< p <+1 p=+1 p=0

Figure 35- Exemples illustrant les graphiques de dispersion avec différentes valeurs de CCP.
Source : Wikipédia au site
https:/it.wikipedia.org/wiki/Indice_di_correlazione_di_Pearson#/media/File:Correlation_coefficient.png

Concernant 1’aire de superposition entre les deux canaux, nous avons évalué 1’aire de la
fluorescence correspondant a la LPV se superposant a celle correspondant a la mitochondrie.
Nous avons exploité ces résultats afin d’avoir une mesure de la quantité de toxine se localisant a

la mitochondrie.
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Squassh est un outil informatique qui permet d’effectuer une segmentation des images en 2D ou

3D et la successive quantification du signal lumineux. Effectuer une segmentation signifie

distinguer les différents objets dans une image de microscopie a fluorescence, ayant une

distribution d’intensité constante et permettant ainsi une analyse basée sur chacun des « objets »

de I’image, et non pas seulement sur ’analyse des pixels. Cette méthode permet ainsi de détecter,

délimiter et quantifier les molécules fluorescentes dans les compartiments intracellulaires, tout

en réduisant le bruit de fond di & la fluorescence du background (Rizk et al. 2014).

Pour chaque condition testée, nous obtenons un fichier qui présente une série de données

concernant la colocalisation :

1.

2.

« Coloc Objects Number » : il s’agit du nombre d’objets trouvés aprés la segmentation

du canal 1, qui se superposent a ceux du canal 2 et vice-versa.

« Coloc Size Based » : mathématiquement, c’est le ratio entre la taille totale des régions
de colocalisation entre les deux canaux et le nombre total de pixels appartenant a tous les
objets de I’image. Il permet de quantifier la fraction du volume occupé par les objets qui

se superposent avec les objets de I’autre canal, par rapport a leur volume total.

« Coloc Signal Based » : il s’agit du ratio entre le signal total de la région de
colocalisation d’un canal (1 ou 2) sur la totalité du signal du méme canal. Ainsi, la mesure
permet de quantifier la colocalisation de fagon intensité-dépendante. Le logiciel prend en
compte ’intensité des objets estimée par la procédure de segmentation, plutét que
I’intensité brute des pixels a I’intérieur d’un objet. Cela permet de mieux exclure le bruit

de fond du vrai signal.

« Pearson Corr Masked » : il s’agit du coefficient de corrélation de Pearson, dont
I’analyse peut étre restreinte a une sélection d’une partie de I’image, par 1’application
d’un masque. Ce masque est réglé sur la base de I’intensité des pixels et peut donc

permettre un meilleur tri des données de CCP.

Ainsi, le Coefficient de corrélation de Pearson et le Coloc Signal Based ont été exploités
pour la successive analyse statistique, étant les deux types de données adéquates pour

obtenir une réponse en termes de colocalisation entre la LPV et la mitochondrie.

Concernant les parameétres choisis pour 1’analyse, nous avons réglé le plug-in de la fagon

suivante :
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1. «Background substraction » : ce paramétre permet de réduire les signaux non
specifiques dus a une fluorescence du fond non liée aux objets a quantifier. Ce paramétre
a été fixé a 10.

Background subtractor options x

Background subtractor

v Remove background

rolling ball window size (in pixels) |10

OK Cancel

2. « Segmentation parameters » : ici nous avons pu modifier les limites inferieures de

I’intensité des objets présents dans les deux canaux a prendre en compte pour effectuer

I’analyse et pour exclure le bruit de fond.

Segmentation options X

Segmentation parameters

Regularization (=0) ch1 |0.050
Regularization (=0) ch2 |0.050

Minimum object intensity channel 1 (0to 1) |0.075

channel 2 (0te 1) |0.075

™ Subpixel segmentation
¥ Exclude Z edge

Local intensity estimation | Automatic -
Noise Model [Foisson ~|
PSF model (Gaussian approximation)
standard deviation xy (in pixels) |0.85
standard deviation z (in pixels) |0.79

Region filter

Remove region with intensities = |0
Remove region with size = |2 pixels

Patch position

Estimate PSF from objective properties |

0K Cancel

Les résultats du CCP et du Coloc Signal Based pour chaque champ de chaque condition sont
ensuite transférés dans le logiciel pour I’analyse statistique, GraphPad Prism (GraphPad

Software, San Diego, CA 92108).

127



2.7.9 Statistiques

Toutes les données issues des analyses informatiques décrites précédemment sont stockées et
soumises a des tests statistiques a 1’aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, CA 92108). Ce logiciel nous permet de produire également des graphiques et de consulter
les deétails des differents tests appliqués aux données. Les graphiques choisis montrent la
moyenne du parametre a 1’étude et ’erreur standard a la moyenne ou SEM, représenté par une

barre, pour chacune des conditions expérimentales.

Pour les expériences de microscopie a fluorescence et de cytométrie en flux, le test de la variance
ANOVA two-way a été choisi afin d’analyser la variance a deux facteurs, alors que le test one-
way ANOVA a remplacé le précedent two-way ANOVA en présence d’une seule variable.
Ensuite, des tests a posteriori ou post-hoc de Dunnet, Tukey et Bonferroni ont été appliques,
selon le cas, pour déterminer les différences parmi toutes les conditions.

Le test de Student ou T-test est effectué pour comparer le niveau de colocalisation entre les
conditions en présence de 1 nM de la LPV et le contréle négatif correspondant pour chaque temps

d’incubation a 1’étude.

Un résultat de p-valeur < 0,05 a été considéré significatif, selon le tableau suivant :

Symbole p-valeur
ns P>0,05

* P <0,05
il P<0,01
folekal P <0,001
falakale P <0,0001
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3 RESULTATS

Préambule : Dans cette section on analysera les résultats obtenus au laboratoire pendant ces trois
années de doctorat. Cela sera effectué en résumant les données qui font 1’objet de 1’article
scientifique couramment soumis au journal FASEB, tout en amplifiant le contenu par la
présentation de résultats « satellites » complémentaires, souvent a caractére uniquement
qualitatif. Chaque chapitre se terminera par une bréve conclusion, afin d’en résumer les concepts-
clé et en exposer la signification biologique. Cela sera suivi par des perspectives d’études, dont
certaines nous ont permis d’avancer d’étape en étape dans la caractérisation de la NETose

provoquée par la LPV.

3.1 NETose : de I’'image a la quantification

3.1.1Introduction

Les monocytes, les macrophages, mais surtout les polynucléaires neutrophiles humains sont les
types cellulaires que I’EA7290 a majoritairement utilisé pour étudier les effets in vitro des
leucotoxines staphylococciques. En effet, avec les neurones ganglionnaires, la LPV et HIgCB
ciblent de préférence ces cellules de I’immunité humaine. Un méme profil pourrait y étre
compare : celui des cellules capables de produire des piéges extracellulaires dites "extracellular
trap”, ou ET. Effectivement, comme deja décrit, ce phénomene prend le nom de NETose si la
cellule concernée est un polynucléaire neutrophile. Cependant, les etudes plus récentes ont
montré que le méme phénoméne est présent chez d’autres types cellulaires, tels que les
monocytes et les macrophages, parmi d’autres. D’un autre point de vue, I’augmentation de la
perméabilité membranaire, manifestée tres tardivement chez les hPMNs exposés a des faibles
concentrations de la LPV, nous a encouragé a nous interroger sur le lien potentiel entre les effets
cytotoxiques de la LPV et cette mort cellulaire programmée. L’étude approfondie des

manifestations intéressant les hPMNSs constitue donc le corpus de ce travail de thése.

Toutefois, bien que la méthode de purification, ainsi que les conditions de culture des cellules,
assurent aux hPMNSs une durée de vie adéquate et un apport d’éléments essentiels suffisants pour

reproduire une situation proche du physiologique, ce type cellulaire est un modeéle délicat a
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manipuler, rendant difficile ou non reproductible un certain nombre de tests, comme par exemple
la transfection. Ainsi, dans un premier temps il a fallu comprendre les raisons et éliminer les
causes d’une variabilité de réponses aux stimuli qui apparaissait trop importante pour pouvoir
appliquer une méthode rigoureuse aux expériences in vitro. Autrement dit, les hPMNs montraient
un état trés inhomogeéne suite a leur purification, ce qui était manifestement dépendant du
donneur. Nombreuses préparations cellulaires ont ainsi di étre éliminées, en raison d’une
activation exagerée des hPMNSs bien avant leur stimulation par les leucotoxines. De plus, malgré
les précautions et le tri des échantillons effectués avant le début de nos tests, les résultats initiaux
des expériences d’immunomarquage en fluorescence €taient encore affectés par un niveau de

variation intra-donneur non négligeable, comme illustré par la Figure 36.

hPMNs PMA 50nM LPV 1nM
6h 6h 6h

DONNEUR 1

DONNEUR 2

DONNEUR 3

DONNEUR 4

Figure 36- Les hPMNs isolés a partir de buffy coats issus de donneurs de toutes &ges montraient une
variabilité de réponse aux stimuli trop importante.

Différents essais d’immunomarquage de hPMNs a partir de prélevements sanguins de donneurs de toute age. En
vert I’EN et en bleu I’Hoechst, qui marque 1’ADN. Grossissement x100. Temps d’incubation= 6h.
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La solution a ce premier « défi » a été obtenue en sélectionnant 1’age des donneurs. En effet, nous
avons rapidement remarqué que les buffy coats dérivaient le plus frequemment de donneurs ayant
plus que 50 ans. Cette donnée nous a mené a nous renseigner sur les causes qui pourraient étre a
la base de cette différence entre donneurs plus agés et moins agés. En consultant le site de
I’Etablissement Francais du sang on peut y trouver les contre-indications au don de sang, ainsi

que les critéres d’exclusion.

En pratique, les donneurs de sang accepté a I’EFS, d’ou nos buffy coat proviennent, peuvent étre
toutes personnes agées de 18 a 70 ans, qui pésent plus de 50 kg. Cependant, les contre-indications

liées a des actes de soin, un état de santé ou des antécédents médicaux comprennent :

1. Des traitements de prise d’antibiotiques en cours ou arrété depuis moins de 2 semaines.

2. La prise de certains médicaments comme le Roaccutane®, mais également les
corticoides, parmi d’autres.

3. Infection ou fievre de plus de 38 °C datant de moins de 2 semaines ou des infections
actives transmissibles par le sang : hépatites virales, syphilis, infection par le VIH ou par
le HTLV, maladie de Chagas, parmi d’autres, ou des antécédents de paludisme.

4. Un contact récent avec une personne atteinte d’une maladie contagieuse.
5. Une vaccination effectuée depuis moins de 4 semaines.

6. Une intervention chirurgicale ou examen endoscopique dans les 4 derniers mois ou un
soin dentaire avec risque de passage de bactéries dans le sang.

7. Des traitements par hormones de croissance avant 1989.
8. Des antécedents familiaux de maladie a prion, antécédents de transfusion ou de greffe.

Ce qui ressort de cette liste est que seulement certains traitements médicamenteux font partie des
critéres d’exclusion au don de sang. Par conséquent, d’autres traitements au long cours pouvant
affecter I’état des hPMNss ne sont pas écartés lors de I’entretient préliminaire au don de sang. Ces
médicaments peuvent avoir un effet néfaste sur les hPMNs, notamment quand ils sont
accompagnés du facteur « age » des neutrophiles, comme indiqué par Adrover et al. (Adrover et
al. 2016). En effet, ces auteurs illustrent les changements et les différences entre les neutrophiles
« frais », c’est-a-dire peu de temps aprés la mise dans la circulation sanguine, et les hPMNs
« &gés ». Ces derniers seraient éliminés de la circulation sanguine suite a 1’expression de
certaines molécules d’adhésion, qui seraient a la base d’un phénotype proche a celui des hPMNs
activés par des agonistes inflammatoires. A c6té de cela, les neutrophiles semblent augmenter le

nombre de lobes du noyau quand ils deviennent matures (Tak et al. 2013), ce qui leur assure une
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majeure flexibilité. Cela faciliterait donc leur migration au foyer infectieux, mais pourrait
également jouer un rdle encore méconnu concernant I’organisation intranucléaire ou I’expression

génique.

D’un autre point de vue, des études sur le degré de gravité des pneumonies causées par S. aureus
LPV™ ont montré que les patients plus jeunes présentaient un pronostic plus sombre (Gillet et al.
2002; Diep et al. 2013).

Pour toutes ces raisons, nous avons décidé de nous servir uniquement de buffy coats de donneurs

moins agés, ¢’est-a-dire n’ayant pas plus qu’une trentaine d’années, environ.

Une fois que cette étape a été franchie, les cellules purifiées se présentaient presque toujours en

tres bon état et les résultats ont été reproductibles et cohérents d'un réplicat biologique a I’autre.

3.1.2Résultats qualitatifs

En premier lieu, je montre ici les expériences de vidéo-microscopie qui nous permettent
d’évaluer I’état des hPMNs exposés a une concentration de 1 nM de LPV. Ainsi, comme 1’on
peut observer de la Figure 37, nous pouvons remarquer que la perméabilité membranaire,
indiquée par I’entrée du BEt (en rose) atteint son maximum a 6h d’incubation avec la LPV
(Figure 37 C). Tout de méme, un pourcentage limité de hPMNs apparait permeabilisé déja apres
1h/ 2h de I’exposition a la leucotoxine (Figure 37 B). Le marquage a 1’Hoechst nous permet
d’observer les noyaux a morphologie typiquement polylobée des hPMNs non stimulés (Figure

37 A, cellules aprés 10 min d’exposition a la LPV).

Il est intéressant d’examiner la photo au milieu (B, a environ 2 h du contact avec la LPV), puisque
on peut remarquer gque les hPMNs non perméabilisés, et donc encore marqués en bleu par le
Hoechst, montrent un changement de morphologie tres intéressant. En effet, leurs noyaux
apparaissent plutdt ronds et il y a clairement une expansion du contenu nucléaire a un stade ou
la cellule est encore integre d’un point de vue de la membrane plasmique. La morphologie
polylobée est perdue et le diamétre du noyau semble augmenter. Cette étape rappelle la phase de
décompactage de la chromatine nucléaire détaillée dans I’introduction (Sollberger et al. 2018b),

nous poussant encore plus vers un lien LPV-NETose.
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10 min 2h 6h

Figure 37- Des hPMNs exposés a 1nM de LPV pendant 6h.

Clichés extraits d’une expérience de vidéomicroscopie en fluorescence. Les hPMNS ont été exposés pendant 6h a 1
nM de la LPV, et pris en photo toute les minutes afin de réaliser une vidéo en time-lapse. Le marquage a I'Hoechst
(en bleu) est choisi en raison de la possibilité de I’utiliser sur des cellules vivantes et il marque les noyaux de tous
les hPMNSs, étant perméable aux membranes. Un contremarquage avec le BEt (en rose) montre I’ADN des hPMNs
uniquement apres perte de I’intégrité membranaire, s’agissant d’un marqueur non perméable aux membranes.
Grossissement x100 et barre d’échelle= 10um

D’ailleurs, par marquage au SYTO 9 Green, nous pouvons remarquer que les hPMNs explosent

en libérant le contenu cellulaire et formant des NETS, photo D (fleche blanche) (Figure 38).

0 min

Figure 38- hPMNs exposés pendant 6 h & 1 nM de LPV et marqués au SYTO 9 Green.
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Clichés extraits d’une expérience de vidéomicroscopie en fluorescence. Les hPMNS ont été exposés pendant 6h a 1
nM de la LPV et pris en photo toute les minutes afin de réaliser une vidéo en time-lapse. Les cellules montrent une
éjection de leur contenu aprés environ 3 h d'incubation avec 1nM la LPV. Le SYTO 9 Green (en vert) et le Hoechst
(en bleu) nous permettent de suivre I'évolution de la morphologie des noyaux et de la chromatine des hPMNs.
Grossissement x100 et barre d’échelle= 10um

Par conséquent, les deux leucotoxines LPV et HIgCB ont été testées en contact avec les hPMNs
dans le but d’analyser le pourcentage de cellules positives a 1’Elastase du Neutrophile (EN), une
sérine protéase utilisée comme marqueur de NETose. Les concentrations des deux toxines ont
été choisies en fonction des constantes de dissociation avec le C5aR (Kd) chez les hPMNs,
précédemment publiées par Tawk et al. (Tawk et al. 2015). Ces Kd indiguaient une concentration
d'environ 0,25 nM pour la LPV et de 1 nM pour HIgCB. Egalement, les résultats obtenus par
Zimmermann et collegues en 2016, nous ont donné une indication concernant les concentrations
de LPV auxquelles les hPMNs montraient un pic de perméabilité membranaire au bout de 6h
d’incubation (Zimmermann-Meisse 2016). Ainsi, les hPMNs ont été exposés a 1 nM et 0,1 nM
de LPV, 1 nM et 0,1 nM de HIgCB, 50 nM de PMA ou laissés en absence de stimuli, dans le
milieu de culture habituel. Ensuite, une concentration intermédiaire de chaque leucotoxine a été
introduite : 0,25 nM pour la LPV et 0,5 nM pour la HIgCB. Ces resultats sont décrits dans la
premiére partie de I’article scientifique soumis au journal FASEB. Les images de la Figure
39 montrent une expérience d’immunofluorescence représentative effectuée afin de marquer
I’EN (en vert) et pouvoir calculer le pourcentage de hPMNs en NETose sur la totalit¢ des hPMNs
(marquage a I’Hoechst en bleu). Comme 1’on peut clairement I'observer, la NETose est tres
évidente en conséquence de 1’action du PMA, mais aussi de deux concentrations de la LPV : 1
nM et 0,25 nM. Concernant HIgCB, les hPMNs ne semblent pas réagir en produisant des
filaments de chromatine décorés par I’EN, malgré la présence d’un nombre limité et variable de
cellules positives a ce marqueur.

Il est donc évident que la morphologie des hPMNs montre une NETose temps- et dose-
dépendante suite a ’action de la LPV, ce qui ne semble étre pas également vrai concernant
I’action de la HIgCB.
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10 min

Cellules
sans stimuli

PMA 50 nM

LPV1nM

LPV 0,25 nM

LPV 0,1 nM

HIgCB 1 nM

HIgCB 0,5nM

HIgCB 0,1nM
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Figure 39- Résultats des expériences d’immunofluorescence avec les hPMNs exposés aux différents stimuli de

a 10 min, 1h, 3h et 6h.

Expérience d’immunomarquage a différents temps d’incubation entre hPMNS et stimuli. En vert ’EN est marquée
par un anticorps spécifique, et un contremarquage a 1’Hoechst permet d’observer I’ADN et les noyaux en bleu.

Grossissement x100. N=7.
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Le méme résultat a été confirmé uniquement pour le temps d’incubation a 6h, en marquant les
hPMNs exposés au PMA et a la LPV avec un anticorps anti-MPO (Figure 40). Trois marqueurs

sont utilisés pour obtenir une image composite illustrant I’ADN et les noyaux avec le Hoechst,

I’EN grace a un anticorps couplé a 1’ Alexa488, et la MPO grace a un anticorps couplé a I’ Alexa
555.

MPO MPO

Figure 40- hPMNs exposés pendant 6 h & 1 nM de LPV et marqués pour montrer I’EN et la MPO.

Expérience d’immunomarquage a 6h d’incubation ou les hPMNS ont été exposés a 1 nM de la LPV. Les noyaux
sont marqués avec le Hoechst en bleu, le MPO en rose et I'EN en vert. Grossissement x100. N= 4.
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3.1.3Résultats quantitatifs et statistiques

Huit photos par filtre d’émission fluorescente (Hoechst, EN et MPO) et par condition ont été
prises et transférées au logiciel CellProfiler et les moyennes sont ensuite analysées avec le
logiciel Prism en appliquant un test Two-way ANOVA et un post-hoc Bonferroni. Les deux
histogrammes ci-dessous montrent en premier lieu la forte variabilité de réponse aux toxines,
représenté par des barres d’erreur souvent importantes et le niveau considérable de NETose

présent chez les hPMNSs non stimulés (environ 30% !).

LPV 0,1 nM et 1 nM // HIgC/HIgB 0,1 nM et 1 nM

*%*
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Néanmoins, les hPMNSs ayant un niveau de NETose significativement plus élevé par rapport au
contrble négatif sont ceux stimulés avec le PMA et 1 nM et 0,25 nM de la LPV uniquement,
reflétant ainsi 1’analyse qualitative illustrée dans le paragraphe précédent. La quantification du

niveau de MPO pour la LPV et le PMA a 6h donne des résultats similaires.

* %%
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3.1.4Discussion

Les expériences ont été répétées plusieurs fois en raison d’une réponse inhomogeéne entre un
buffy coat et I’autre. Cependant, ces premiers résultats montrent clairement que la LPV et HIgCB
a des si faibles concentrations ne provoquent pas les mémes changements morphologiques chez
les hPMNSs. En effet, seulement la LPV est capable de provoquer une NETose significative aprés
6 heures d’incubation. Pourtant, la LPV a 0,1 nM ne semblerait pas étre une dose suffisante pour

déclencher le processus de NETose chez les hPMNSs testés.

En conclusion, la LPV provoque un processus de NETose trés évident pour des concentrations
inférieures ou égales a 1 nM, différemment de HIgCB. Encore une fois, la LPV et HIgCB
montrent une différence concernant les conséquences cellulaires chez les hPMNSs. Ce résultat

nous a donc permis d’identifier un nouveau processus provoqué par la LPV uniquement. Par
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conséquent, nous nous sommes intéressés a cette leucotoxine et aux caractéristiques particuliéres

du phénomene de NETose qu’elle initie chez les hPMNSs.
3.1.5Perspectives

Trois réflexions principales sont a faire en conséquence de ce premier résultat.

En premier lieu, le choix des concentrations des toxines est une étape fondamentale pour I’étude
de leur apport chez les hPMNs. Notamment, les études précédentes nous ont montré que une
dose trop élevée de la LPV conduit a la mort cellulaire par nécrose, alors qu’a faibles doses une
apoptose était signalée (Genestier et al. 2005). Toutefois, choisir les concentrations des deux
leucotoxines sur la base des publications traitant ce sujet, n’est pas une opération facile. En effet,
les concentrations des leucotoxines sont tres difficiles a doser dans un contexte infectieux et
souvent elles varient énormément, dépendamment de la zone d’infection évaluée. Ainsi, la
décision de doser les Kd chez les hPMNss et d’utiliser des concentrations proches de ces données
a ¢été le choix plus pertinent fait par ’EA7290. Néanmoins, on pourrait se demander s’il existe
un seuil et comment le déterminer, afin d’évaluer le spectre de conséquences des deux
leucotoxines en suivant des concentrations intermédiaires et croissantes. Autrement dit, on
pourrait se demander s’il existe un passage entre apoptose, NETose et nécrose, lié notamment a
la concentration de la LPV, sans exclure des processus alternatifs, tels que la Pyroptose, dont des

études ont signalé un potentiel lien directe avec la NETose (Sollberger et al. 2018a).

En deuxiéme lieu, il est intéressant de remarquer que, puisque les hPMNSs ne sont pas les seules
cellules sensibles aux leucotoxines testées, un modele cellulaire différent, comme les monocytes
ou les macrophages pourrait étre utilisé pour étudier 1’éventuel relargage de chromatine et
I’ETose provoquée par la LPV ou HIgCB. D’ailleurs, un tel mode¢le cellulaire in vitro permettrait
d’appliquer des tests de plus longue durée, comme la transfection, dans le but d’inactiver des
genes spécifiques. Encore une fois, ces études ne devraient pas se limiter a I’évaluation
d’Extracellular Traps ou MET (Monocytes/Macrophages extracellular Traps), mais plut6t
étendre 1’analyse de conséquences comme la pyroptose, parmi d’autres. Le but ultime de S.
aureus pourrait effectivement prévoir la non-activation des monocytes, ce qui en empécherait
leur différenciation en macrophages. Ce mécanisme permettrait finalement a la bactérie de

s’échapper du systéme immunitaire, via la neutralisation des hPMNs.
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Finalement, 1’étude des conséquences cellulaires propres a HIgCB n’a pas donné des réponses
concluantes, ce qui pourrait étre di au fait que la leucotoxine a une fonction différente, liée a la
formation de combinaisons non canoniques des sous-unités S et F avec celles de la LPV. Des
expériences qui visent a étudier la réponse cellulaire & ces combinaisons croisées de sous-unités
seraient a prévoir dans le but d’analyser une situation infectieuse plus complexe, en raison de la

présence de souches de S. aureus capables de produire simultanément la LPV et HIgCB.
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3.2 Dérivés reactifs de I’oxygeéne : it’s not only a NADPH
oxidase issue

3.2.1Introduction

Une fois que la NETose a été identifiée étant la mort cellulaire principale causée par des faibles
concentrations de LPV chez les hPMNs, nous nous sommes intéressés aux details qui font partie
de ce processus, en nous appuyant sur les connaissances présentes dans la littérature scientifique.
Ainsi, la source de dérivés réactifs de I’oxygeéne semblait créer une « croisée de chemins » entre
deux types de NETose paralleles et dépendantes du stimulus appliqué : la NETose NOX-
dépendante et la NETose NOX-indépendante, terme qui, & part indiquer la non implication de la
NADPH oxydase, ne donnait pas plus d’informations concernant la ou les sources alternatives.
Ces résultats sont décrits dans la deuxiéme partie de I’article scientifique soumis au journal

FASEB.

En résumé, la réponse a cette question a eté recherchée initialement par [I’inhibition
pharmacologique de I’enzyme NADPH oxydase, ou I’utilisation du DPI est justifiée du fait de sa
capacité a empécher le transport d’électrons a 1’oxygene, en se liant au domaine flavine de
I’enzyme. Suite a cette inhibition, les hPMNs sont stimulés et ’EN est recherchée par
immunofluorescence. Cependant, les résultats nous ont montré tout de suite comment le PMA et
la LPV différaient dans I’induction de NETose. En effet, le PMA se confirme étre un stimulus
induisant une NETose NOX-dépendante, puisque les cellules prétraitées avec le DPI et
successivement exposées a 50 nM de PMA ne montraient quasiment plus de NETose (Figure
41).

Figure 41- Effet du prétraitement au DPI sur la NETose induite par le PMA.

141



Expériences d’immunomarquage de hPMNs exposés aux stimuli pendant 6h. Dans la figure de gauche les hPMNs
sont stimulés avec 50 nM de PMA, alors qu’a droite on remarque que le pré-traitement au DPI avant I’ajout du PMA
empéche la NETose. En vert I'EN et en bleu les noyaux et I'ADN. Grossissement x100.N= 7.

Inversement, la LPV a 1nM et 0,25 nM ne montre pas une telle dépendance de la NADPH
oxydase, et au contraire, la NETose provoquée par la leucotoxine chez des hPMNs prétraités au

DPI apparait presque plus présente (Figure 42).

Figure 42- Le DPI n'inhibe pas la NETose provoquée par la LPV.

Expériences d’immunomarquage de hPMNs exposés aux stimuli pendant 6h. Dans les figures de gauche les hPMNs
sont stimulés avec 1 nM ou 0.25 nM de la LPV, alors qu’a droite on remarque que le pré-traitement au DPI avant
I’ajout du PMA n’a pas d’effet inhibiteur sur la NETose a LPV. En vert un marquage d'EN et en bleu le Hoechst
marque les noyaux et I'ADN. Grossissement x100. N=7.

De ce fait, la NETose a LPV semblait é&tre NOX-indépendante, difféeremment de la NETose
provoquée par le PMA. Pour confirmer ces données, nous avons voulu étudier les DROs produits
dans ces deux types de NETose par cytométrie en flux. Nous avons suivi la fluorescence de la
sonde DHR123 pour établir le niveau de DROs cytosoliques produits par les hPMNs en contact
avec les stimuli. Le test avec la sonde DHR123 est couramment utilisé en clinique pour évaluer
si un patient est atteint de la Maladie Granulomateuse Chromique ou MGC, une condition

génétique qui implique des anomalies de la fonction phagocytaire des neutrophiles, dues a un
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défaut de la NADPH oxydase. Ce test prévoit un contrdle positif par stimulation avec le PMA,

étant reconnu comme inducteur de la NADPH oxydase (Figure 43).

21 hPMNS 1 oM A
marqueés z hPMNs marqués
non PRARIHES + PMA (sain)
stimulés A
hPMNs (MGC)

non marqués

Nombre de hPMNs

Production de DROs (DHR 123)

Figure 43- Exemple de résultats obtenu en clinique par I’emploie de la sonde DHR123. La Dihydrorhodamine-
1,2,3 (DHR123) devient fluorescente uniquement en présence de DROs produits par la NADPH oxydase.

Résultat d’un test diagnostique qui montre que le niveau de DROs produits par les leucocytes, indiqué par la
fluorescence de la DHR123. Les DROs sont trés réduits chez des patients atteints de MGC. Des cellules de patients
malades ou sains sont mises en contact avec la DHR123 et stimulées avec du PMA (100 ng/ml). L’analyse est
effectuée avec un cytométre en flux pour I’analyse des DROs. Ici représentées les moyennes de fluorescence des
différents groupes : en rouge la fluorescence des cellules non stimulées et marquées avec la DHR, en vert les cellules
non marqueées, en bleu les cellules des patients atteints de MGC stimulés par le PMA, et en marron les cellules des
donneurs sains stimulées avec le PMA. Figure adaptée de (Mortaz et al. 2018).

Le méme test est donc effectué suite a la purification des hPMNs, qui sont mis en contact avec
le PMA, la LPV ou laissés sans stimuli. Les résultats montrent que’alors que le PMA provoque
effectivement une poussée oxydative due a la NADPH oxydase, la LPV ne provogue pas la
libération de ce type de DROs, et en plus elle n'est pas affectée que légérement par I’inhibition
du DPI (Figure 44).
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Figure 44- Le PMA, mais pas la LPV provoque un burst oxydatif significatif lié a I'activité de la NADPH
oxydase.

Les hPMNSs sont laissés dans leur milieu de culture ou bien prétraités pendant 30 min avec 20 uM de DPI. Ensuite,
la LPV ou PMA sont rajoutés aux cellules et une analyse de cytométrie en flux est réalisée. Le contrdle négatif est
représenté par des cellules non stimulées. La fluorescence de la DHR123 est analysée dans le canal vert (525/530
nm). Temps d’incubation= 60 min. N=3. Cytomeétre : FACSort® Beckton-Dickinson (Le Pont de Claix, France)
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Néanmoins, exclure I’'implication de la NADPH oxydase du processus de NETose a LPV n’est
pas un ¢lément qui apportait assez d’informations pour comprendre la mécanique a travers
laquelle la leucotoxine arrive a initier un tel phénomeéne.

Une autre source de réactifs oxygénés était effectivement exploitée ou stimulée, afin de produire
le niveau de DROs nécessaire au processus. Nous avons donc considéré I’apport de la
mitochondrie, du fait que, pendant la phosphorylation oxydative, des DROs sont produits dans
la cellule a partir de cette organelle. De plus, la partielle, mais non significative inhibition de
DHR123 indiquée en présence de DPI suggérait que cet inhibiteur pouvait avoir eu un léger effet
également au niveau mitochondrial (Lambert et al. 2008). Ainsi, par 1’utilisation de la sonde
MitoSOX nous avons procédé comme préalablement avec DHR123. Le MitoSOX est analysé
dans le canal Jaune (583/26 nm), nous avons donc pu obtenir des résultats completement opposés
par rapport a ceux issus de 1’étude avec la DHR123. En effet, contrairement au PMA, la LPV,
notamment a 1 nM, provoquait une augmentation tres élevée de la fluorescence du MitoSOX,
ayant un pic aprés 1 h d’incubation. Le méme phénomene était remarqué avec 0,25 nM de la
LPV, bien que dans une mesure inferieure (Figure 45). Ces mémes résultats ont été obtenus
initialement avec le cytometre FACSort® Beckton-Dickinson (Le Pont de Claix, France) (image
non montrée) et ensuite confirmés avec le cytometre Guava easyCyte 8HT system flow cytometer
(EMD, Millipore, Burlington, Massachusetts, USA), un instrument plus précis, qui nous

permettait d’obtenir des données plus fiable en général (Figure 36).
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Figure 45- Les mtDROs marqués par la sonde MitoSOX avec le PMA ou la LPV.

Les hPMNSs sont laissés dans leur milieu ou exposés a la LPV ou PMA. Une analyse de cytométrie en flux est
réalisée afin d’évaluer les mtDROs par 1’étude de la fluorescence du MitoSOX. Le contrdle négatif est représenté
par des cellules non stimulées. On peut voir qu'a 1 h d'incubation les hPMNs montrent clairement une augmentation
des DROs dérivant de la mitochondrie, contrairement au PMA qui ne se différencie pas significativement du controle
négatif. Temps d’incubation= 60 min. Cytométre: Guava easyCyte 8HT system flow cytometer (EMD, Millipore,
Burlington, Massachusetts, USA). N =6.

Ce resultat a été ultérieurement vérifié de deux maniéres. Tout d’abord, un prétraitement des
hPMNs avec le DNP est effectué avant la stimulation des cellules, afin de découpler la
phosphorylation oxydative de la mitochondrie et lui empécher de contribuer a la production de
DROs dans le processus de NETose a LPV (Figure 46). L’autre par une méthode indirecte :
toujours avec un prétraitement des hPMNs avec le DNP, suivi par une analyse en

immunofluorescence avec un anticorps anti-EN, afin d’évaluer la NETose (Figure 47).
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Figure 46- Fluorescence du MitoSOX associée a I’action de 1 nM de LPV a 1 h avec ou sans prétraitement au
DNP (méthode directe).

Expérience de cytométrie en flux pour évaluer 1’effet du découplant DNP sur la production des mtDROs. La
fluorescence a 1 h a été étudiée suite a la stimulation avec 1 nM de la LPV. Un prétraitement des hPMNSs avec 750
UM de DNP est effectué afin de bloguer complétement la production de DROs mitochondriaux.
Temps d’incubation= 60 min. Cytométre : Guava easyCyte 8HT system flow cytometer (EMD, Millipore,
Burlington, Massachusetts, USA). N= 3.

LPV1nM
+DNP

Figure 47- NETose provoquée par 1 nM de LPV a 6 h avec ou sans DNP (méthode indirecte).

Expérience d’immunomarquage pour 1’évaluation de la NETose en présence ou absence du DNP & 6h. L’EN (en
vert) associée a la chromatine et 1’ADN extracellulaire (en bleu) a été recherchée chez les hPMNs exposés pendant
6h a 1 nM de la LPV. Un prétraitement des hPMNs avec 750 UM de DNP est appliqué pendant 1 h afin de bloquer
complétement la production de DROs de la mitochondrie. Grossissement x100. N=4.

Cependant, dans la Figure 46 on peut remarquer que deux populations cellulaires coexistent
quand les hPMNs traités au DNP sont stimulés par la LPV, ce qui nous a amené a considérer
deux sources alternatives de DROs, qui pouvaient potentiellement participer au processus de
NETose : la Xanthine Oxydase (XO) et la Myélopéroxydase (MPO), (Kirchner et al. 2012) , cette
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derniére précédemment évaluée en tant que marqueur de NETose dans des expériences
complémentaires. Ainsi, nous avons procédé par simple inhibition pharmacologique, en traitant
les cellules avec 2 mM d’allopurinol ou 100 uM d’ABAH ou MPO inhibitor | avant la
stimulation. Nous avons pu observer par immunofluorescence que la NETose induite par la LPV
dépend effectivement de la XO et de la MPO, puisque le niveau d’EN est significativement réduit
en présence de chacun des inhibiteurs spécifiques (Figure 48). Etrangement, la NETose induite
par le PMA n’est pas inhibée avec I’inhibiteur de la MPO.

-

LPV1nM
+MPO inhibitor ¢

LPV 1 nM
+Allopurinol

Figure 48- NETose provoquée par 1 nM de LPV a 6 h avec ou sans inhibiteurs de la XO et de la MPO.

Expérience d’immunomarquage pour I’évaluation de la NETose en présence ou absence d’Allopurinol ou de MPO
inhibitor I a 6h. L’EN (en vert) associée a la chromatine et ’ADN extracellulaire (en bleu) a été étudiée a 6h
d’incubation avec 1 nM de la LPV. Un prétraitement des hPMNs avec 2 mM d’Allopurinol ou 100uM de ABAH
(MPO inhibitor 1) est appliqué pour bloquer la production de DROs a partir de ces sources alternatives du
neutrophile. Grossissement x100. N=3.
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3.2.2Résultats quantitatifs et statistiques

Concernant la quantification, le méme procédé décrit dans le chapitre précédent a été appliqué
pour les images en immunofluorescence, alors que les données de cytométrie ont été exploitées
en sélectionnant la moyenne de fluorescence pour chaque condition et chaque temps
d’incubation. Les analyses quantitatives refletent la situation décrite dans le paragraphe
précédent.

Ici, on propose un histogramme, absent dans 1’article, qu’illustre les statistiques obtenues pour la
fluorescence du DHR123 avec ou sans le DPI. Cette image résume bien le concept qu’une
NETose NOX-indépendante est provoquée par la LPV, difféeremment du PMA (Figure 49).
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Figure 49- Le DPI inhibe significativement la fluorescence du DHR123 due au PMA.

Moyenne de fluorescence associée a la DHR123. Les hPMNs ont été stimulés pendant 1 h avec le PMA et la LPV
ou laissés non stimulés. Concernant la LPV, la moyenne de fluorescence liée aux DROs générés par la NADPH
oxydase n'est pas significative, contrairement a la situation avec PMA. Test appliqué : ANOVA Two-way avec un
post-hoc Bonferroni. N= 3.
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3.2.3Discussion

Le fait que la LPV provoque la formation de NETs indépendamment de 1’enzyme NADPH
oxydase est un élément déja introduit par Pilsczek et collegues (Pilsczek et al. 2010). Nos
résultats s’alignent aux conclusions des auteurs, tout en amplifiant le concept trés délicat des

sources de dérivés réactifs de I’oxygénes présentes chez les neutrophiles humains.

En effet, il est tres intéressant de se s’attarder sur la mobilisation de DROs provoquée par la LPV,
que I’on pourrait définir « non-conventionnelle ». Les phagocytes, surtout les hPMNs, ayant une
action antimicrobienne par le déploiement de plusieurs mécanismes bactéricides, sont décrit
comme étant capables de produire des DROs par 1’assemblage des sous-unités constituant
I’enzyme NADPH oxydase. Cette derniere enzyme permet le transfert d’un seul électron a
I’oxygene, en le réduisant. Cela provoque tout d’abord la production d’ions superoxydes,
rapidement transformés en peroxyde d’hydrogene, soit spontanément, soit par ’action d’une
autre enzyme, la Superoxyde dismutase ou SOD. Le peroxyde d’hydrogene est, a son tour, utilisé
par la MPO pour produire des DROs halogénés, tels que les ions hypochlorites, ou encore I’acide

hypochloreux, a fort pouvoir antibactérien (Kirchner et al. 2012).

L’indépendance de I’enzyme NADPH oxydase pourrait donc indiquer que la source de DROs
exploitée par la LPV est, d’une certaine maniére, un ¢lément plus proche d’une situation
infectieuse, du moins dans le cas de S. aureus LPV*. A tout cela, il est nécessaire de rajouter que
I’action de la MPO devrait se produire secondairement a un premier événement qui induise la
formation de peroxyde d’hydrogéne. Par conséquent, bien que 1’inhibition d’une telle source de
DROs se soit avérée nécessaire au processus de NETose a LPV, il ne s’agit pas de la premicre
¢tape de production de réactifs de I’oxygene. D’ailleurs, le fait que I’inhibiteur de MPO n’ait pas
bloqué la NETose a PMA pourrait étre d0 simplement a une dose trop faible d’un tel inhibiteur,
qui pourtant est réputé efficace pour bloquer la NETose a LPV, comme indiqué dans la discussion

de I’article.

Ainsi, I’identification de la mitochondrie et de la XO comme sources nécessaires au déroulement
du processus est un aspect intriguant. Concernant la XO, les informations indiquant sa présence
chez les hPMNSs restent peu nombreuses dans la littérature scientifique. Bien que la contribution
de la XO chez les hPMNs ait été évaluée au début des années 80 (Tubaro et al. 1980; Jones et al.
1985), ce qui en confirme la présence au niveau intracellulaire, les études successives décrivent
I’enzyme en évaluant uniquement son apport dans des contextes différents du neutrophile
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(Jarasch et al. 1981; White et al. 1996; Trager 2006; Bravard et al. 2011; Laurindo 2018). Plus
récemment, la XO a été décrite comme enzyme ubiquitaire chez les cellules des mammiféres,
ayant un role dans 1’activation de I’inflammasome chez les cellules myéloides (Lee and Lee 2006;
Samouilov et al. 2007; Forstermann 2010). Toutefois, la contribution de la XO a alors été
analysee par une méthode indirecte, c’est-a-dire par inhibition pharmacologique. Un inhibiteur
tel que I’ Allopurinol est décrit ayant un role paralléle de protection de 1’intégrité membranaire et
de la fonction de la mitochondrie (Karwinski et al. 1993; Lee and Lee 2006). On se tourne alors
vers le candidat numéro un : la mitochondrie elle-méme. Source de DROs en tant que produits
secondaires de la phosphorylation oxydative, cette organelle semble avoir des origines
bactériennes, étant le résultat d’un processus d’endosymbiose. Si 1’0n revient a S. aureus, nous
pourrions nous demander pourquoi, par la production de la LPV, la bactérie ciblerait-elle la
mitochondrie pour déclencher le processus de NETose, aussi bien directement (voir les résultats
avec le DNP), qu’indirectement (si I’on pense a I’action de 1’allopurinol sur la mitochondrie).
Une réponse partielle sera donnée dans le troisieme chapitre de cette thése. Néanmaoins, cet aspect
reste un point d’interrogation. On pourrait alors proposer qu’il s’agit d’un premier point qui
séparera ultérieurement deux processus similaires, mais dont les voies de signalisation different,
en accord avec le concept de NETosis-mimics illustré par Konig et Andrade (Konig and Andrade
2016),. Dans tous les cas, il s’agit objectivement de la premiére vraie différence entre NETose a

PMA et NETose a LPV.

En outre, il ne faudrait pas négliger le comportement des hPMNs prétraités avec le DPI et ensuite
stimulés avec la LPV. Le niveau de NETose augmente étrangement en présence de I’inhibiteur
de la NADPH oxydase. Ce point a été brievement analysé dans la section de I’article dédiée a la
discussion : une hypothése pourrait effectivement se baser sur les différentes formes de PKC
activées par le PMA et la LPV. Deux isoformes existent et il semblerait qu'a I’activation de 1’une,
I’autre soit inhibée. Par conséquent, si I’on considére 1’effet inhibiteur, on pourrait présumer que
le blocage de I’activité de I’une pourrait causer I’induction de 1’autre forme. Malgré le fait que
nous pouvons uniquement rester aux hypotheses, la légere augmentation de NETose a LPV due
au DPI pourrait effectivement s’expliquer par 1’équilibre entre ces deux formes de PKC (Neeli
and Radic 2013).

En dernier, un type de NETose qui implique des mtDROs et qui ne dépend pas de la NADPH
oxydase nous a fait penser aux travaux de Douda et collaborateurs (Douda et al. 2015b). Le
travail de Douda et al. décrit en effet une NETose NOX-indépendante liée a la production de
mtDROs. De plus, ces auteurs indiquent qu’un tel processus est provoqué par la ionomycine et
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la calcimycine (A23187,) deux ionophores du calcium d'origine bactérienne. Trois éléments
étaient donc intéressants pour notre recherche : le calcium, les mtDROs et I’indépendance de la
NAPDH oxydase. Cette NETose alternative montrait d’autres caractéristiques particuliéres,
telles qu'une voie de signalisation qui ne semblait pas impliquer les mémes kinases que la NOX-
dépendante, ou, du moins, pas dans la méme mesure, et le role d’un canal du potassium activé

par le calcium, le SK3,

En conclusion, les résultats de ce chapitre montrent que la LPV provoque une NETose
indépendante de la NADPH oxydase, mais dépendante des mtDROs, de la XO et de la MPO. La
succession de I’ensemble de ces événements reste pourtant a élucider en perspective, en analysant

¢galement les interactions entre une manifestation et I’autre au niveau mécanistique.
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3.3 Quand les résidus arginines sont déiminés : la voie de
signalisation intracellulaire, la citrulline, et le destin
mitochondrial de la LPV

3.3.1Introduction

Dans ce dernier chapitre, nous décrirons et analyserons plus dans les détails, les caractéristiques
de la NETose induite par la LPV.

Trois sous-parties seront ici exposées : en premier lieu, I’enchainement logique qui nous a amené
a nous intéresser aux kinases impliquées dans le processus, a I’autophagie, mais également a
I’analyse du réle du canal SK3 ; deuxiémement, nous avons traité le theme de la modification
post-traductionnelle de 1’histone H3, dite citrullination ou deimination, et de ses implications ;
dans la troisiéme partie, nous nous sommes basés sur trois types d’informations afin d’effectuer
une analyse de la colocalisation entre la LPV et cette organelle-clé: les résultats obtenus par
Zimmermann-Meisse et collegues concernant la localisation intracellulaire de la LPV
(Zimmermann-Meisse et al. 2017), les données présentées dans 1’article de Genestier et al. a
propos de I’interaction entre LPV et mitochondrie (Genestier et al. 2005), et les résultats obtenus

au laboratoire qui indiquaient I’implication de la mitochondrie et des mtDROs dans ce processus.

3.3.2 Kinases, autophagie et canal SK3

Une fois définie la premiere grande différence entre la NETose a PMA et celle provoguée par la
LPV, nous avons voulu analyser les kinases plus fréquemment impliquées dans la NETose
classique, ERK1/2 et Akt, ainsi qu’un marqueur d’autophagie cellulaire, la protéine LC3B. En
effet, alors que les deux kinases sont différemment phosphorylées dans les deux types de
NETose, la présence d’un processus parallele comme 1’autophagie cellulaire semblait étre un
point commun a toutes les formes de NETose, bien que progressivement abandonnée dans les

publications apparues plus récemment sur le sujet.

Ainsi, des Western blots ont été effectués dans le but d’analyser le niveau de la phosphorylation
ou de la lipidation des protéines d’intérét. L’¢tude s’est d’abord focalisée sur la lipidation de la
protéine LC3, impliquée dans le processus d’autophagie. Nos premiers essais ont pourtant montré

que les hPMNSs relarguaient un niveau de protéases tres élevé dans certaines conditions, du fait
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que notre « loading control », la B-tubuline, était souvent retrouvée dégradée ou absente aprés 1
h. Notamment, ce probleme était encore plus remarquable pour les hPMNs en contact avec la
LPV (Figure 50). D’ailleurs, pour ces premiéres expériences nous avons introduit le contrdle
positif calcimycine, utilisé jusqu’a 25 UM (ici indiquée « A23 »). La LPV mobilise effectivement
toutes les protéases contenues notamment dans les granules des hPMNSs, ce qui résulte en une
dégradation considérable de I’ensemble des protéines. Etrangement, ni le PMA, ni ’A23

montraient un tel niveau de protéolyse.
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Figure 50- Révélation d'un Western blot pour I’analyse de I’autophagie cellulaire.

La protéine LC3B est recherchée afin d’évaluer I’autophagie dans les différentes conditions. La B-tubuline est
recherchée afin de vérifier I'état et 'nomogénéité des échantillons protéiques de chaque condition. On remarque que
la LPV provoque beaucoup de protéolyse, méme en présence d’inhibiteurs de protéases apres 1 h d’incubation avec
les hPMNs.

Nous avons donc décidé de changer deux facteurs pour résoudre ce probleme technique : le temps
d’incubation des hPMNSs avec les stimuli, qui a été porté a 30 min, et le contréle interne, qui a
été remplacé par la GAPDH. Cela a été fait afin d’évaluer I’'impact protéolytique de la LPV sur
une autre protéine de référence, et également pour avoir un contréle interne correspondant a un
poids moléculaire apparent d’environ 37 kDa. Ce dernier aspect nous aurait facilité 1’analyse de
la protéine Akt, présentant un poids moléculaire apparent de 60 kDa et donc difficile a interpréter

avec un contréle a 50 kDa comme la B-tubuline. Malgré ces changements, la bande correspondant
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au contréle interne GAPDH a 30 min n'était toujours pas présent pour la condition avec 1 nM de
LPV. Apparemment, la digestion protéolytique se produisait déja au bout de 30 minutes

d’incubation avec la LPV a plus forte concentration (Figure 51).
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Figure 51-Révélation d'un Western blot pour ’analyse de ’autophagie cellulaire.

La protéine LC3B est recherchée par Western Blot afin d’évaluer le niveau d’autophagie, tandis que la GAPDH est
marquée pour vérifier I'état et I'nomogénéité des échantillons protéiques de chaque condition. On remarque que la
LPV a 1 nM provoque encore trop de protéolyse, méme en présence d’inhibiteurs de protéases apres 30 min
d’incubation avec les hPMNS.

Un nouvel essai nous a apporté un résultat exploitable : les hPMNs laissés en contact avec les
stimuli pendant 15 min montraient un niveau de protéolyse trés faible. Par conséquent, nous
avons fixé ce temps d’incubation pour une étude préliminaire de nos protéines (Figure 52). Les
résultats ont été répétes plusieurs fois, confirmant qu’aussi bien le PMA que la LPV, du moins a

1 nM, provoquent une autophagie cellulaire, observable déja aprés 15 min d’incubation avec les
hPMNS.
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Figure 52-Révélation d'un Western blot pour I’analyse de I’autophagie cellulaire.

La protéine LC3B et la GAPDH sont étudiées par Western Blot aprés 15 min d’incubation avec les stimuli. Le
niveau de protéolyse de la GAPDH n’empéche plus 1’analyse des résultats et les échantillons apparaissent
homogeénes.
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Toutefois, pour étudier d’autres temps d’incubation il a fallu réévaluer la composition des
tampons de lyse et de charge, en rajoutant une série supplémentaire d’anti-protéases. En effet,
alors que dans des conditions standard, un tampon de lyse contenant un cocktail d’antiprotéases,
comme le cOmplete™ Protease Inhibitor de Roche, suffit pour préserver I’intégrité des protéines
en inhibant notamment les sérines, cystéines et métalloprotéases, la LPV semblait avoir un tel
effet qu’il a fallu un apport d’inhibiteurs additionnels. Ainsi, une nouvelle composition pour les
tampons a été testée avec succes (voir section « matériels » pour les détails), confirmant
I’autophagie pour le PMA et la LPV, et nous permettant d’évaluer le niveau de phosphorylation
de la kinase ERK (Figure 53).
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Figure 53- Révélation d'un Western blot avec marquage des protéines LC3B, GAPDH et phospho-ERK1/2.

Nous avons étudié le niveau d’autophagie par Western blot en préparant différemment nos échantillons (ajout de
différent types d’antiprotéases). On peut remarquer que la GAPDH, notre contréle interne, reste constante et
homogéne méme a des temps d'incubation de 100 min. D'ailleurs, on remarque que l'autophagie pour le PMA et la
LPV a 1 nM est confirmée, méme a des temps d’incubation plus longs.

Pourquoi est-il important de parler de la mise au point de ce protocole ? Parce que lorsque on se
trouve devant une particularité uniquement liée a la LPV, cela nous donne automatiquement des

informations complémentaires sur le mode d’action et les conséquences de cette leucotoxine.
La question de la forte protéolyse causée par la LPV reste une question ouverte, qui néanmoins
méritait d’étre mentionnée. La NETose causée par la LPV pourrait donc mobiliser davantage ou
différentes protéases, probablement stockées originairement dans les granules intracellulaires.
Une autre hypothese est que la rupture des granules et la libération des protéases survienne tres
tot dans le processus initié par la LPV, autrement dit, avec une cinétique plus rapide par rapport
au PMA et a I’'A23.
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Concernant la phosphorylation de la kinase Akt, elle a été initialement étudiée a 15 min avec un
résultat positif uniquement pour le PMA, ce qui est une confirmation des données publiées dans
la littérature (Douda et al. 2015b). Cependant cette phosphorylation n’est observée qu'a des temps
d’incubation plus courts, puisqu’aprés 1 h toutes les conditions, y compris les hPMNs non

stimulées, montrent une égale phosphorylation d’ Akt (Figure 54).
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Figure 54- Révélation d'un western blot avec marquage de la GAPDH, de la phospho-ERK1/2 et de la
phospho-Akt.

Analyse du niveau de phosphorylation des kinases ERK 1 et 2 par Western Blot. Aux premiers temps d’incubation
étudiés, a 15 min et a 30 min, Akt résulte phosphorylée uniqguement quand les hPMNs sont stimulés avec le PMA.
En revanche, a 100 min la protéine semble étre phosphorylée pour toutes les conditions, méme en absence de stimuli.

Ensuite, a la lumiére de la découverte du récepteur de LukF-PV, le CD45 (Tromp et al. 2018)
nous avons voulu étudier la famille de kinases Src activées en aval de ce récepteur, dans le but

d’identifier un élément du « pathway » propre a la LPV. En effet, les Src kinases sont activees

par I’activité de phosphatase du CD45. Ainsi, une déphosphorylation survient au niveau du résidu

tyrosine 527 des kinases Src, ce qui permet d’accéder au site actif de la molécule. Cela est suivi

par la phosphorylation du résidu tyrosine 416 de la protéine (Figure 55).
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Figure 55- Voie de signalisation en aval de ’activation du récepteur CD45.
Le récepteur de membrane CD45 est une tyrosine phosphatase qui cause tout d’abord une déphosphorylation du
résidu Tyr527 présent chez la famille des kinases Src, et ensuite la phosphorylation du résidu Tyr416.

Nous avons donc suivi la phosphorylation de ce dernier résidu, en employant un anticorps

primaire anti-Tyr416. Cependant, ni les résultats « directs » en Western blot, ni 1’inhibition
pharmacologique des Src a montré une relation claire entre kinases Src et NETose a LPV (Figure
56).
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Figure 56- Les Src kinases ne sont pas impliquées dans le processus initié par la LPV.

(A) Les résultats d’analyse de I’activation de la famille de kinases Src par Western blot montrent que le niveau
de Src phosphorylées est constant pour chaque condition a I'étude. N=3.

(B) L'immunofluorescence en présence des inhibiteurs de Src kinases PP1 et PP2 montrent que la LPV
provoque encore un niveau significatif de NETose, comme montré par le marquage a I’Hoechst (en bleu),
a I’anti-EN (en vert) et anti-MPO (rouge/jaune). N=3.

Pour résumer, ces expériences montrent que la LPV provoque une autophagie cellulaire, tout
comme le PMA. Néanmoins, concernant les kinases activees, la leucotoxine se différencie du
controle positif PMA, n’induisant pas la phosphorylation d’ERK 1/ 2 et d’Akt. A c6té de cela, la

découverte du récepteur de la sous-unité F nous avait initialement donné une piste pour identifier
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la voie de signalisation propre & la LPV. Etonnamment, nos résultats semblent indiquer que cette
voie de signalisation n’est pas activée dans le processus. D’un autre point de vue, ce dernier
résultat négatif n’est pas complétement surprenant, si 1’on analyse la voie de signalisation en aval
du CD45, apres I’activation des kinases Src. En effet, on peut remarquer que cette voie implique
soit Akt, soit ERK1/2, soit I’activité de la NADPH oxydase. Il s’agit de trois ¢léments que nous

avons déja exclu du processus de NETose a LPV.

Globalement, ces résultats, bien que négatifs, se confirment 1’'un I’autre, ce qui nous pousse a
affirmer que la voie de signalisation de la LPV s’¢loigne de la voie impliquant les kinases
étudiées et majoritairement décrites pour le processus de NETose. En outre, une question
concernant le role de la sous-unité F de la leucotoxine reste & investiguer, étant donné que la voie

du CDA45 ne semble pas concerner 1’activité leucotoxique de la LPV.

Successivement, puisque ces résultats semblaient rapprocher la NETose provoguée par la LPV
au processus décrit par Douda et collegues, nous avons voulu étudier le role du canal SK3 dans

la NETose a LPV, en appliquant un inhibiteur pharmacologique.

En accord avec ces auteurs, nous avons remarqué une inhibition significative de NETose en

présence de I’inhibiteur du canal SK3 (Figure 57).

Ce dernier résultat se rajoute et renforce 1’idée que la LPV provoque une NETose semblable au
processus initié par les ionophores calciques décrits par Douda et collegues en 2015. Cependant,
la NETose provoquée par la calcimycine a été également testée au début de nos expériences et le
résultat nous a montré que le niveau de NETose ne dépassait pas le 30%, ainsi résultant non
significatif au niveau statistique (Figure 58). Ce résultat nous a surpris, puisque 1’A23 est
considéré comme un contrdle positif de NETose, tout comme le PMA. En revanche, Sollberger
et collégues ont obtenu et publié le méme résultat, ainsi confirmant que ce ionophore provoque
une NETose de moindre ampleur (Sollberger et al. 2018a). Le fait que nombreuses publications
consideérent la calcimycine comme un puissant inducteur du processus pourrait s’expliquer par le
manque d’une méthode univoque de quantification de la NETose, comme également souligné

dans les publications de Brinkmann (Brinkmann et al. 2012).

160



Figure 57- L’inhibition du canal SK3 des hPMNs par le traitement avec I’inhibiteur NS8593 a 100 uM bloque
la NETose causée par la LPV.

Les hPMNSs sont prétraitées pendant 30 min avec I’inhibiteur du canal SK3 avant de les stimuler avec la LPV. Apres
6 h nous avons évalué I’EN (en vert) et I’ADN (en bleu). Grossissement x100. Huit clichés sont montrés ici comme
images représentatives d’expériences indépendantes d’immunofluorescence. N=3.

A23 25uM, 6h
< 30% NETose

w .

Figure 58- La NETose initiée par la calcimycine A23187.

A 6 heures la NETose provoquée par la calcimycine, ou A23187, un ionophore calcique, touche environ 30% des
hPMNs testés. En vert I’EN et en bleu I’ADN. Grossissement x100. N=3.
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Nous rajoutons donc le SK3 parmi les éléments nécessaires a la NETose provoquée par la LPV.
Ce résultat est cohérent avec la brusque augmentation intracellulaire d’ion Ca?* indiquée par
Tawk et collaborateurs en 2015, qui ’ont décrit étre un évenement précoce de la réponse du
hPMNs a la LPV. En effet, le canal SK3 est activé suite a la liaison avec des ions calcium a la
calmoduline. Quatre calmodulines liées au calcium sont nécessaires pour activer le canal SK3 en
se liant aux domaines spécifiques. Cela va entrainer 1’ouverture du canal qui permet le flux des
ions potassium K* (Adelman et al. 2012). En outre, Douda et al. ont suggéré un lien entre les
mtDROs et le canal SK3 : d’aprés les auteurs, I’activation du canal SK3 induirait la production
de DROs a partir de la mitochondrie en raison de I’étroite relation existante entre le niveau de
potassium dans le cytosol et la respiration mitochondriale (Szewczyk et al. 2009; Dolga et al.
2013).

3.3.3 L’histone H3 citrullinée par la PAD4

La derniére partie de la section précédente se relie a I’é¢tude sur la citrullination de 1’histone H3.

En effet, si I’on pense que I’augmentation de calcium intracellulaire peut avoir un réle dans
I’activation du canal SK3, il existe chez le neutrophile humain, une enzyme également
dépendante de la concentration calcique et ayant un réle encore mal compris dans le processus

de NETose : la Peptidylarginine déiminase 4 ou PADA4.

Cette enzyme a besoin de la liaison directe avec 5 ions calcium pour avoir un changement
morphologique. Ce changement implique le déplacement des résidus du site actif, qui sont

réarrangés en une conformation permettant 1’activité catalytique (Arita et al. 2004).

Une fois activée, la PAD4 induit une modification post-traductionnelle au niveau des résidus
arginines des protéines, notamment des histones. En général, il est par 1’action de ses résidus
catalytiques que 1’enzyme provoque 1’hydrolyse du groupe guanidine présent a I’extrémité de la
chaine latérale des arginines, avec la formation d’un groupe uréido- et la perte d’un ion
ammonium. Ainsi, les arginines a charge positive sont transformées en un acide aminé non-codé

par ’ADN, la citrulline, a charge nette neutre (Figure 59).
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Figure 59- Schéma illustrant la réaction de citrullination, ou dé(s)imination induite par la PAD4.

Ce changement peut sembler modeste, mais la perte de la charge positive et du site d’acception
pour I’ion hydrogéne comporte une perte de stabilité, notamment des liens protéine-protéine,
protéine-ADN ou encore protéine-ARN, en plus d’une potentielle perte d’activité due aux
changements conformationnels dérivés du réarrangement intermoléculaire (Vossenaar et al.
2004).

La désimination ou déimination est également appelée citrullination du fait que la citrulline est
un acide aminé initialement isolé de la pasteque. D’un point de vue physiologique, il s’agit d’une
modification post-traductionnelle impliquée dans des processus comme la régulation génique et
le développement des embryons, mais également dans différents mécanismes
physiopathologiques, tels que la sclérose en plaque ou la polyarthrite rhumatoide. Chez I’homme
ils existent 5 isotypes d’enzymes PAD, dont le PAD4 est 1’un des isotypes majoritairement

présents chez le neutrophile humain (Douda et al. 2015b).

Comme dé¢ja mentionné dans I’introduction de ce manuscrit, la citrullination des histones est un
sujet controverse, notamment concernant son role dans le processus de NETose, qui a été
initialement décrit comme essentiel dans la phase de décompactage de la chromatine (Wang et
al. 2009).

Ainsi, nous avons procédé a des immunomarquages a 1’aide d’un anticorps spécifique dirigé
contre I’histone H3 citrullinée, 1’histone plus communément étudiée comme constituant des
NETSs. Nos résultats nous ont permis de montrer une éniéme différence entre la NETose initiée

par le PMA et celle initiée par la LPV. Etonnamment, le PMA montre une quasi-absence d’un
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tel marqueur, alors que la LPV provoque chez les hPMNSs testés un niveau de citrullination de

I’histone H3 qui atteint le 75% en moyenne (Figure 60).

1t PMA 50nM LPV 1-nM

Figure 60- La citrullination de I’histone H3 étudiée par immunofluorescence.

Expérience d’immunomarquage des hPMNs exposés aux différents stimuli a 6h. L’anticorps primaire utilisé cible
la forme citrullinée de I’histone H3, ici représentée en rose, tandis que le Hoechst marque I’ADN (en bleu). Les deux
fleches blanches indiquent les cellules positives au citH3 liées 1’action du PMA. Temps d’incubation=6h.
Grossissement x100. N= 6.

Le réle de I’enzyme PAD4 a ¢té ensuite évalué par inhibition pharmacologique. Le marqueur
citH3 est recherché chez les hPMNs exposeés a la LPV en présence de la Cl-amidine, un inhibiteur
irréversible des Peptidylarginine déiminases. En présence de I’inhibiteur des PADs, la LPV ne
provoquait plus la citrullination de I’histone H3, comme démontré par la quasi-absence de la
fluorescence liée a citH3 chez les hPMNs aprés 6h. Cependant, méme en présence de cet
inhibiteur des PADs, on pouvait encore bien remarquer les filets de chromatine relargués dans le
milieu extracellulaire, une morphologie propre a la NETose observables grace au marquage avec
le Hoechst (Figure 61 B). De nouvelles expériences ont été menées afin d’évaluer si la chromatine
relarguée en réponse a la LPV et en présence de I’inhibiteur des PADs était également décorée
avec I’EN, confirmant donc une NETose. Nos résultats montrent que, méme suite a un
prétraitement avec 200 uM de Cl-amidine, la NETose causée par la LPV est toujours présente,

puisque I’EN décore ces filets de chromatine (Figure 61 C).
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Figure 61- L’inhibition des PADs sur la citrullination de I’histone H3 et sur PEN analysée par
immunofluorescence.

(A et B) Expérience d’ immunomarquage des hPMNs exposés aux différents stimuli a 6h. L anticorps primaire utilisé
cible la forme citrullinée de I’histone H3, ici représenté en rose, tandis que le Hoechst marque I’ADN (en bleu). Les
deux fléches blanches indiquent les cellules positives au citH3 suite a I’action de la LPV. N= 3.

(C) PEN marquée par un anticorps spécifique est représentée en vert. Le hPMNs ont été prétraités avec 200 pM de
Cl-amidine avant d’étre exposés a 1 nM de LPV.

Temps d’incubation=6h. Grossissement x100.

Nous nous sommes donc demandé si la citrullination des histones H3 causée par la LPV était
¢galement dépendante des mt DROs, tout comme le relargage d’EN, ou si elle était présente
méme en absence des NETS, au niveau des noyaux des hPMNSs. Nos résultats ont confirmé que
quand les hPMNSs sont prétraités au DNP, I’inhibition des mtDROs ne permet pas a la LPV
d’induire la NETose, y compris la citrullination des histones H3 (Figure 62).
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Figure 62- L’inhibition des mtDROs sur la citrullination de I’histone H3 analysée par immunofluorescence.

Expérience d’immunomarquage suite au pré-traitement des hPMNs avec DNP. L’anticorps primaire utilisé cible la
forme citrullinée de I’histone H3, ici représentée en rose, tandis que le Hoechst marque I’ADN (en bleu). Les trois
fleches blanches indiquent les cellules positives au citH3 suite a 1’action de la LPV en présence de 750 uM de DNP.
N=3.

Différents points de conclusion peuvent deriver de ces résultats.
En premier lieu, nous pouvons affirmer que la LPV et le PMA montrent une importante
différence qui ¢€loigne les deux processus de NETose. L’absence de citrullination de I’H3 en
présence du PMA et sa massive présence chez les hPMNs exposés a la LPV nous montrent que,
comme déja critiqué par Konig et al. (Konig and Andrade 2016), I’action de la PAD4 n’est pas
un événement nécessaire au déroulement du processus de NETose. En effet, concernant le PMA,
la NETose causée par cet inducteur ne semble pas montrer de la citrullination, au moins eu niveau
de I’histone H3. Cependant, d’autres protéines pourraient présenter cette modification post-
traductionnelle et cela devrait étre ultérieurement étudié pour confirmer si la PAD4 et la
déimination font partie du processus induit par le PMA, ou pas. Notamment, I’histone H4 devrait
étre considéréee pour en évaluer la citrullination liée au PMA, comme montré par d’autres auteurs
(Pang et al. 2013). Ensuite, concernant la LPV, nous pouvons affirmer qu’en inhibant 1’activité
de la PADA4, la leucotoxine est toujours capable de causer la libération de NETs chez les hPMNs,
malgré cette enzyme soit responsable d’une massive citrullination des histones H3. Le manque
de citrullination remarqué en présence de I’inhibiteur de PAD4 démontre que cette modification
post-traductionnelle n’a pas d’impact, ni de role capital, dans la décompaction de la chromatine
pendant le processus de NETose per se. Une autre fonction pourrait donc exister concernant la
citrullination. L hypothése exposée par Konig et Andrade semblerait alors plausible, et la
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citrullination pourrait effectivement représenter une modification ayant le but de réduire la
charge et, par conséquent, I’activité antibactérienne des histones. En effet, d’apres les
expériences menées par I’EA7290, deux stimuli, 'un chimique, tel que le PMA, et I’autre
d’origine bactérienne, comme la LPV, confirment que la citrullination est associée plutét a un
stimulus biologique. La différence dans le processus de NETose due & la nature des stimuli avait
été également discutée dans une récente publication (de Bont et al. 2018). Ces auteurs ont pu
mettre en évidence qu’alors que la citH3 avait été initialement retrouvée uniquement chez des
hPMNss stimulés avec 1’A23187, elle était effectivement absente chez les cellules en présence du
PMA ou LPS. Cependant, par I’ajout d’un inhibiteur de sérine protéases, la citrullination devenait
observable méme avec le PMA ou le LPS. Ainsi, les auteurs ont émis I’hypothése que 1’absence
de la citrullination avec le PMA était uniquement due a I’activité protéolytique de sérines
protéases telles que I’EN, laquelle aurait clivé 1’épitope de la citH3 le rendant ainsi non
observable. Cependant, les auteurs n’ont pas pu expliquer la mécanistique a la base d’une telle
activité protéolytique. En effet, d’aprés leur publication cette activité serait due a une enzyme,
I’EN, trés présente et impliquée suite a la stimulation par I’A23187 et la LPV, comme démontré
tout au long de nos expériences. Ainsi, le role de la PADA4 resterait a définir : soit il s’agit d’une
activation paralléle non corrélée avec la NETose et uniquement due a I’augmentation du calcium
intracellulaire, soit cette activite et la modification post-traductionnelle qui en résulte pourraient
avoir un réle inhibiteur concernant le réle antibactérien de la NETose, comme soutenu par Konig
et collegues. Dans le premier cadre de figure, la citrullination serait une espéce de « accident de
parcours » n’ayant pas d’effet sur la NETose, alors que dans le deuxiéme cas, la citrullination
serait 1’élément-clé qui pourrait faire la différence entre « NETose antibactérienne » et « NETose
pro-bactérienne ». Pour avoir plus d’éléments a propos de sa fonction, des expériences visant a
évaluer I’activité antibactérienne des deux types de NETose, sans ou avec citrullination,
devraient étre effectuées afin de déterminer la mortalité des bactéries exposées a des NETS
décorés ou pas avec la citH3.

En outre, la citrullination est un marqueur trés important, impliqué et recherché dans des cas de
certaines maladies auto-immunes. En effet, I’'un des tests plus couramment effectués pour
confirmer la présence d’une maladie auto-immune comme la polyarthrite rhumatoide est basé
sur la recherche d’anticorps ACPA, ou « Anti—citrullinated protein antibodies ». Si I’on adhére a
la théorie exposee par Konig et al., il pourrait exister un lien entre infections bactériennes
présentant une toxine formant des pores et le développement de certaines pathologies auto-

immunes. Nous restons toutefois dans le domaine des conjectures, malgré le lien entre infections
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et maladies auto-immunes ne soit pas un concept nouveau ou meconnu aupres de la communauté

scientifique.

En dernier, le fait que le DNP soit suffisant pour provoquer une diminution de NETose nous a
encouragés a analyser la présence de citH3 suite a une telle inhibition de la mitochondrie. Les
résultats qui montraient une importante inhibition de citrullination suggéraient de se focaliser sur
la mitochondrie. En effet, 1’activité « pore-forming » de la LPV ne semblerait jusqu’ici pas
impliquée dans le processus de NETose. Ainsi, nous avons voulu en quelque sorte compléter le
travail de Zimmermman-Meisse et collegues concernant I’internalisation de la LPV dans le

neutrophile humain, en analysant la mitochondrie (Zimmermann-Meisse et al. 2017).

3.3.4 Voyage de la LPV dans le neutrophile humain: un passage a la
mitochondrie ?

Si les études précedentes avaient démontré que la LPV ne provoque pas de pore a la membrane
plasmique, mais que cette leucotoxine est rapidement internalisée dans les neutrophiles humains
(Tawk et al. 2015; Zimmermann-Meisse et al. 2017), nous avons voulu intégrer ces données en
nous focalisant sur 1’éventuelle localisation de la leucotoxine a la mitochondrie. En effet, la LPV
est partiellement retrouvée au lysosome aprés 20 min d’incubation et, plus tardivement elle
colocalise avec 1’appareil de Golgi (Zimmermann-Meisse et al. 2017). Néanmoins, seulement
une partie de la fluorescence correspondante a la LPV a été retrouvée au lysosome, soit environ
30% de la totalité de la leucotoxine, pouvant étre le résultat de 1’activation de 1’autophagie
cellulaire, plutét que représenter une étape intermédiaire d’internalisation. Ce faible pourcentage
pouvait effectivement indiquer qu’une partie de la LPV aurait pu interagir également avec la
mitochondrie. Cette hypothése est d’autant plus intrigante puisque des études datant 2005, et
publiée par Genestier et collaborateurs montrent par microscopie électronique en transmission

que la LPV semble effectivement se localiser a la mitochondrie (Genestier et al. 2005).

Nous avons donc voulu confirmer ce dernier résultat, tout en nous appuyant sur les observations
de Zimmermann-Meisse et al.. Une méthode expérimentale lIégérement modifiée a été choisie
pour compléter I’étude sur I’internalisation au microscope confocal. En effet, nous avons exposé
leshPMNs a 1 nM de LPV pendant toute la durée de I’expérience et nous avons arrété la réaction

par fixation au PFA toutes les 5-10 minutes, jusqu’a un temps maximal de 50 min d’incubation.
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Le dernier temps d’incubation analysé a été choisi sur la base de ’état cellulaire. En effet, aprés
I h d’incubation avec la leucotoxine, les hPMNs perdent leur morphologie et 1’étude de la
colocalisation devient trés compliquée au niveau de I’interprétation. D’ailleurs, le controle
négatif utilisé par Zimmermann-Meisse et al., a été remplacé par une condition ou les hPMNs ne
sont pas laissés en absence de stimuli, mais ils sont plutdt exposeés a la seule sous-unité LukS-PV
de la leucotoxine sans sa contrepartie LUKF-PV, ce qui ne permet pas 1’internalisation de la LPV
a I’intérieur des hPMNs. La fluorescence correspondante a la LukS-PV en absence de la sous-
unité F est effectivement retrouvée majoritairement a la membrane plasmique (Figure 63 A, B et
C). Inversement, quand la LPV présente les deux sous-unités S et F, il y a une internalisation,
suivie par une colocalisation entre LPV et mitochondrie a partir de 30 min d’incubation (Figure
63 D, E et F).
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Figure 63- Colocalisation entre la LukS-PV (en rouge) et le cytochrome C de la mitochondrie (en vert).

Nous avons étudié différents temps d’incubation pour des hPMNs exposés soit a la seule sous-unité LUkS-PV sans
LukF-PV (A, B et C), soit avec la LPV compléte (D, E et F). Nous avons remarqué une colocalisation de la LPV a
la mitochondrie a partir de 30 min d’incubation (points jaune et fleches blanches). N=3

Par I’analyse du Coefficient de Corrélation de Pearson (CCP) et 1’évaluation du pourcentage de
LPV qui se superpose a la mitochondrie, nous avons pu quantifier cette colocalisation : le CCP a
partir de 30 s’¢éleéve a environ 0.4 et environ 50% de la fluorescence correspondante a la LPV se

superpose a la fluorescence du cytochrome C, maquant la mitochondrie.
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Ces résultats, bien que préliminaires, indiquent la probable interaction physique entre la LPV et
la mitochondrie. D’autres expériences de microscopie électronique en transmission et des tests
de co-immunoprécipitation devraient étre effectués pour en avoir une confirmation définitive.

Néanmoins, il est intéressant de souligner le « timing » de cette colocalisation. Aprés environ 30
min, la LPV en concentration de 1nM semblerait se retrouver a proximité de la mitochondrie.
Ainsi, si nous regardons le premier temps d’incubation auquel la LPV a 1nM provoque un niveau
significatif de mtDROs (Figure 64), nous pourrons constater que les résultats des expériences de
colocalisation et ceux obtenus par la cytométrie en flux sont cohérents et compatibles les uns
avec les autres. Autrement dit, a partir du moment ou la LPV se trouve proche de la mitochondrie,

les mtDROs augmentent significativement.
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Figure 64- Analyse statistique de la moyenne de fluorescence du MitoSOX.

Nous avons étudi¢ le niveau de mtDROs produits par les hPMNs a travers la sonde MitoSOX suite a 1’action du
PMA et de la LPV. Nos résultats montrent que la moyenne de fluorescence du MitoSOX augmente significativement
a partir de 30 min d’incubation avec la LPV a 1 nM et plus tardivement avec 0,25 nM de la LPV. N=6.

La question qui se pose est de comprendre par quel mécanisme pourrait se produire
I’augmentation des mtDROs due a la LPV. L’hypoth¢se de la formation d’un pore, non pas a la
membrane plasmique, mais plutét au niveau de la/des membranes de la mitochondrie pourrait
étre une explication fascinante, qui pourtant reste uniqguement une hypothese. Toutefois, une
autre donnée, précédemment obtenue par Zimmermann-Meisse et al., est a rajouter a cette
discussion. En effet, ces auteurs ont également démontré que la LPV provoque une forte
dépolarisation du potentiel mitochondrial, touchant plus que 60% des hPMNs testés
(Zimmermann-Meisse et al. 2017). Ainsi si la formation d’un pore a la membrane de cette

organelle est confirmée, cela expliquera la dépolarisation et la formation de mtDROs. D’ailleurs,
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il est probable que la mitochondrie perde ses fonctions physiologiques pendant 1’action de la
LPV, et que ce bouleversement soit, au moins dans un premier temps, contrecarré par I’activation
de I’autophagie dans le but d’¢liminer les organelles défaillantes.

En revanche, il faut également souligner que la colocalisation entre la LPV et la mitochondrie
est observable principalement au niveau de la périphérie cellulaire, comme 1’on peut remarquer
des images (Figure 63 D). Cet aspect n’est pas a négliger, puisqu’il pourrait s’avérer que la
colocalisation soit plutdt un effet passif du rapprochement entre deux éléments, la mitochondrie
et la LPV. Dans ce cas, la superposition des fluorescences respective ne correspondrait pas a un
effet directement dd a la leucotoxine en elle-méme, mais plutdt a un événement lié a 1’espace
cytoplasmique trés réduit causé par les changements morphologiques cellulaire et I’expansion du
noyau des hPMNSs durant les premieres phases de la NETose.

En conclusion, ce dernier résultat ouvre la possibilité a une explication mécanistique qui prévoit
que la LPV exerce son activité de « pore-forming » uniquement suite a son internalisation, et qui
lui permettrait de cibler et interagir avec la mitochondrie probablement par un changement
conformationnel de la protéine (due a I’environnement acide du lysosome dans lequel elle est
retrouvee ?).

Un dernier commentaire reste a faire : en raison de 1’origine endosymbiotique de la mitochondrie
et de la nature commensale de la bactérie S. aureus, I’implication d’une voie de signalisation liée
a la mitochondrie pourrait supporter 1’idée d’'une forme de communication entre la bactérie et

cette organelle, ce qui a déja été décrit concernant le microbiote intestinal (Han et al. 2019).
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4.1 Abstract publié dans le journal « Toxicon »

Abstracts / Toxicon 149 (2018) 98—107 107

STAPHYLOCOCCUS AUREUS PANTON-VALENTINE LEUKOCIDIN CAUSES
NETS IN HUMAN NEUTROPHILS

Viola Mazzoleni’, Gaélle Zimmermann-Meisse, Daniel Keller, Gilles
Prevost’ . Université de Strasbourg, VBP EA7290, Fédération de Médécine
Translationnelle de Strasbourg, Institut de Bactériologie, 3 rue Koeberlé,
67000 Strasbourg, France

E-mail address: viola.mazzoleni@etu.unistra.fr,prevost@unistra.fr

* Corresponding author.

Staphylococcus aureus is a major cause for many pathologies, both com-
munity and nosocomial, and it can colonize human skin in the absence of
clinical symptoms. This bacterium can overpass immunity due to a variety
of virulence factors often directed towards innate immunity, including
bicomponent toxins (BCTs) such as Panton-Valentine Leukocidin (PVL) and
Gamma Haemolysin CB (HIgCB). Each of these two toxins is composed of
two classes of subunits, S(C) and F(B), which sequentially interact with
plasma membrane receptors. In particular, these S units bind a site of C5a
receptor (C5aR) on target cells, such as human neutrophils, and, when
combined with a F subunit, provoke cell death by an accelerated apoptosis
in 40% of tested cells. Nevertheless, a Propidium lodide labelling reveals a
greater percentage of cells positive for membrane permeabilization in the
presence of low concentrations of PVL. We then analysed another type of
cell death called NETosis and we investigated some of the known elements
involved in PMA-induced NETosis: phosphorylation of PI3K and ERK,
autophagy, involvement of Reactive Oxygen Species (ROS) production and
the spreading of Neutrophil Elastase (NE) shaped as extracellular chro-
matin-associated fibers. Imnmunofluorescence assays targeting LC3B pro-
tein show a significant autophagy level at early times (10 min) and low
concentrations of both toxins (0.25 nM SF and 0.1 nM CB), while Western
Blot results confirm only SF-induced autophagy. Moreover, an increased
level of NE was found at later times (6 h) exclusively at 1 nM and 0.25 nM
of PVL. Furthermore, our Western Blot data reveal that PI3K is phosphor-
ylated after 1 h and 3 h at 1 nM and 0.25 nM PVL incubation respectively,
while ERK is not. Finally, NADPH oxidase did not seem to be involved in
ROS production and unexpectedly its inhibition by DPI seems to increase
NE levels in the presence of SF. In contrast, mitochondrial ROS seem to be
largely produced by PVL-treated PNNs. Our results suggest that even if PVL
and HIgCB both target C5aR, cell consequences are different. Notably, PVL
causes cell death by an accelerated apoptosis, but also via a NETosis
pathway which is more like ionophore-induced NETosis, a type of NETosis
being NADPH oxidase-independent and mitochondria-dependent. On the
other hand, HIgCB is to be further investigated in order to define cellular

outcomes of this toxin on target cells.
Keywords: Staphylococcus aureus, PVL, NETosis

ANATOXIN-A AND ANALOGS: OCCURRENCE, BIOSYNTHESIS AND
DETECTION

Annick Mejean ", Rabia Mazmouz !, Insaf Essadik !, Olivier Ploux 2. LIED,
UMR 8236, CNRS Université Paris Diderot, 75013, Paris, France; 2ENSCP,
Chimie ParisTech, 75005, Paris, France

E-mail address: annick.mejean@univ-paris-diderot.fr

* Corresponding author.

Freshwater cyanobacteria produce toxic secondary metabolites, the so-
called cyanotoxins. Anatoxin-a and homoanatoxin-a are two potent neu-
rotoxins produced by certain strains of cyanobacteria that are agonists of
the nicotinic acetylcholine receptor, and these alkaloids provoke a rapid
death of animals if ingested. The presence of these toxins in the environ-
ment poses a threat to human and animal health, and indeed animal lethal
intoxications have been reported worldwide as this summer 2017, several
dog deaths occurred along the Loire river after ingestion of contaminated
water. We have recently identified the cluster of genes responsible for the
biosynthesis of these alkaloids in Oscillatoria PCC 6506, a homoanatoxin-a
producerl. The biosynthetic pathway that we have proposed, based on the
bioinformatic analysis of the ana cluster, shows several interesting steps,
such as the oxidation of proline attached to an acyl carrier protein (ACP),
and the polyketide mediated steps leading to the toxins?. We have
reconstituted, in vitro, the first steps of this biosynthesis®>. Ten other ana
clusters have now been identified and sequenced in diverse cyanobacteria.
These clusters show similarities and some differences suggesting a com-
mon evolutionary origin. In particular, the cluster from Cylindrospermum
stagnale PCC 7417 possesses an extra gene coding for an F420-dependent
oxidoreductase that is involved in the biosynthesis of dihydroanatoxin-a*.
We have also identified in all these ana clusters, a gene coding for an efflux
protein likely involved in the transport of these toxins. Preliminary data
(not publish) suggest that the anatoxins are excreted in the culture me-
dium, and Anal, the MATE type transporter, is likely involved in this
process.

[1] Méjean et al. 2009. J. Am. Chem. Soc. 131: 7512-7513.

[2] Méjean et al. 2014. Toxicon. 91: 15-22.

[3] Moncoq et al. 2013. Acta Cryst. D. 69: 2340—2352.

[4] Méjean et al. 2016. J. Nat. Prod., 79: 1775-1782.

[5] Mann et al. 2012. Toxicon. 60: 1404-1414.
Keywords: Anatoxin-a, cyanobacteria,
biosynthesis

environnement, detection,
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4.2 Article en phase de révision, soumis au journal « The
FASEB Journal »

Staphylococcus aureus Panton-Valentine Leukocidin triggers an

alternative NETosis process targeting mitochondria

Viola Mazzoleni !, Gaélle Zimmermann-Meisse **, Anna Smirnova 2%, lvan Tarassov? , Gilles Prévost *!

! University of Strasbourg, CHRU Strasbourg, Fédération de Médecine Translationnelle de
Strasbourg, EA7290, Institut de Bactériologie, 3 rue Koeberlé, 67000 Strasbourg, France. * To

whom correspondence should be sent: prevost@unistra.fr ; 33 3 68 85 37 57

2ZUMR 7156 GMGM Strasbourg University/CNRS, 4, Allée K. Roentgen, IPCB, 67000

Strasbourg, France.
a These two authors participated equally to this article

*Corresponding author: prevost@unistra.fr

Shot/running title: PVL induces a mitochondrial NETosis.
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Nonstandard Abbreviations:
Panton-Valentine Leukocidin (PVL)

Gamma haemolysin CB (HIgCB)

Staphylococcus aureus (SA)

Neutrophil extracellular traps (NETosis)
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
C5a complement-derived peptide receptor (C5aR)
NADPH oxidase-derived reactive oxygen species (ROS)
Neutrophil elastase (NE)

Myeloperoxidase (MPO)

Citrullinated histone h3 (citH3)

NADPH oxidase (NOX)

Peptidyl arginine deiminase 4 (PADA4)

Hydrogen peroxide into hypochlorous acid (HOCI)

Enzyme xanthine oxidase (XO)

Small conductance calcium-dependent potassium channel (SK)

Mitochondrial reactive oxygen species (mtROS)
Human neutrophils (hPMNs)
Diphenyleneiodonium (DPI)

Dihydrorhodamine 123 (DHR123)

2,4-dinitrophenol (DNP)

4-amino-5-(4-methylphenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]- pyrimidine (PP1)
4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine (PP2)

The light chain of microtubule-associated protein 1a and 1b (LC3A and LC3B)

Cytochrome ¢ (CytC)
Pearson correlation coefficient (PCC)

Protein kinase ¢ (PKC)
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Abstract

Panton-Valentine Leukocidin (PVL) is a bi-component toxin produced by 3-10% of clinical Staphylococcus
aureus (SA) strains involved in severity of hospital and community-acquired infections. Although PVL is
known as a pore-forming toxin, recent studies have challenged the formation of a pore at the plasma membrane
while its endocytosis and the exact mode of action remain to be defined. In vitro immunolabeling of human
neutrophils showed that Neutrophil Extracellular Traps (NETosis) are triggered by the action of purified PVL,
but not by Gamma haemolysin CB (HIgCB), a structurally similar SA leukotoxin. PVL causes the ejection of
chromatin fibers decorated with antibacterial peptides independently of NADPH oxidase oxidative burst, rather
colocalizing with mitochondria and enhancing the production of reactive oxygen species from these organelles,
through Ca?*-activated SK channels and xanthine oxidase. Unexpectedly, this process does not seem to involve
Src kinases, the main kinase family activated downstream the binding of the F subunit of PVL to CD45
receptor, while the involved kinase pathway differs from that found for the NADPH oxidase-dependent
NETosis. Thus, PVL alone causes another form of NETosis that may be rather a bacterial strategy conceived to

disarm and disrupt the immune response, allowing the spreading of SA.

Key words: SK channels, CD45, mitochondria, ROS, colocalization, leukocidin.
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Introduction

One third of the human beings are possible carriers of Staphyloccocus aureus (SA), a world-wide spread
bacterium responsible for multiple infections (1). Despite being a commensal bacterium for healthy hosts, this
pathogen mainly takes advantage of weakened immunity, thus representing one of the most common cause of
both community and hospital-acquired infections. The pathogenicity of SA is due to its ability to easily adapt to
human immunity through the production of diverse virulence factors that can strategically counteract various
steps of the innate immune response, thus, delaying the adaptive immune response and promoting the bacterial
spread to any deep tissues and organs (2—4). Historically related to difficult-to-treat infections, including
antibiotic resistant strains such as the Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (5), SA virulence
factors mainly target leukocytes, as in the case of a group of bipartite leukotoxins known as “pore-forming
toxins” (PFT) (2). We focused here on two PFT: the Panton-Valentine Leukocidin (PVL), which is produced
via an integrated bacteriophage (6-8) and is present in 3-10% of clinical SA strains, representing a factor that
influences the severity of infection, and the Gamma-haemolysin CB (HIgCB) expressed by 99% of SA strains,
which is mainly related to an haemolytic activity (9-12). PVL and HIgCB are expressed following the main
agr regulation system, whereas the other gamma-hemolysin component HIgA is not (13). Moreover HIgA
subunit is less frequently expressed by S. aureus strains (13). More generally, leukotoxins share structural
characteristics, amongst them, PVL and the HIgCB are both composed by two subunits, one slow-eluted
compound, the S subunits (31-32 kDa), LukS-PV and HIgC, respectively, and one fast-eluted compound, the F
subunits (34-35 kDa), LukF-PV and HIgB, respectively. The sequential, but synergistic interaction of S and F
subunits at the plasma membrane is required in order to activate target cells via the phosphorylation of the C5a
complement-derived peptide receptor (C5aR) (14, 15). More specifically, S subunits of both toxins first interact
with the C5aR expressed at the plasma membrane of human neutrophils, macrophages, monocytes and ganglion
neurons (14, 16-18), while LukF-PV has been recently reported to be the CD45 receptor (19).

Albeit PVL and HIgCB were longer considered as two analogous pore-forming toxins (20), more recently
Tawk et al. (2015) have shown that in the presence of 1 mM [Ca?*]ex, HIgCB causes only a weak disruption of
the membrane cell integrity, whereas PVL does not modify at all the membrane resistance of target cells and
never induced a pore in synthetic membranes. Moreover, other differences between PVL and HIgCB have been
observed, as both the dissimilar intracellular calcium [Ca?*]i mobilisation (21) and retrograde intracellular
transport evidenced in human neutrophils, strongly suggest that these toxins have indeed distinct cellular
outcomes (22). Besides, Zimmermann-Meisse et al. (2016) demonstrated that, at physiological condition of

[Ca?*]ext, nanomolar or lower concentrations of PVL can lead to an early apoptosis in about 30% - 40% of tested
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human neutrophils, whereas HIgCB did not. This result is in agreement with Genestier et al. (23), highlighting
an additional difference between PVL and HIgCB. Interestingly, Zimmermann-Meisse et al. also revealed that
about 60 % of cells exposed to the same low concentrations of the PVL showed the loss of membrane integrity
within 6 h (24).

Therefore, we focused on a different late-term cellular consequence of the PVL in a culture media containing a
physiological level of [Ca?*]ex: to analyse human neutrophils outcomes in vitro: we studied the Neutrophil
Extracellular Traps (NETosis) phenomenon. NETs are DNA/chromatin fiber-like extracellular structures that
can be induced by several stimuli, including microorganisms (25), as an immune defence strategy to
mechanically block and enzymatically neutralise pathogens (26). This programmed cell death has been
previously linked to SA secreting PVL strains (SA PVL") by Pilsczek et al. (27), suggesting that SA supernatant
containing PVL induces NETosis within minutes without cell lysis, while more recently Bhattacharya et al.

(28) have stated that PVL cooperates with HIGAB in order to produce a biofilm-mediated NET formation, as the
absence of the only PVL in SA spent media was not sufficient to block NETosis, implying that PVL alone
cannot induce NETosis. However, the effect of purified PVL had not been tested directely so far and the
assessment of the leukotoxins expression in the biofilm spent media used by these authors only demonstrated
the presence of the F subunit of PVL, without the S subunit (28). Also, it is common knowledge that HIgAB
has a main lytic activity on human erythrocytes and some T lymphocytes. Therefore, a precise study on the PVL
direct contribution and intracellular signalling in human neutrophils is still lacking. The abundant literature
available on the main topic shows how NETosis is a complicated and stimulus-dependent process, highlighting
the presence of at least two distinct forms of this same phenomenon, based on the involvement of the enzyme
NADPH oxidase (NOX) for the production of ROS. In fact, the NOX-dependent NETosis has been described as
induced by Lipopolysaccharide (LPS) or PMA, amongst others (29-33), while the NOX-independent NETosis
is obtained with stimuli such as the uric acid or the calcimycin, a calcium ionophore produced during the
fermentation of Streptomyces chartreusensis (27, 34—36). This second form of NETosis leads to an increase of
intracellular calcium and a subsequent increase in potassium concentration (37). The increase in intracellular
calcium leads to the activation of the peptidyl arginine deiminase 4 (PAD4) (10, 34, 36, 38). Moreover, other
sources of ROS, aside from NOX, exist in human neutrophils. Those alternative ROS sources can sustain
NETosis, such as MPO, converting hydrogen peroxide into hypochlorous acid (HOCI), mitochondria, producing
superoxide through mitochondrial OXPHQOS chain activity, and the action of the cytosolic enzyme xanthine
oxidase (XO) (38). Additionally, xanthine oxidase is linked to the increase of mitochondrial ROS production

(39), creating a positive feedback on this organelle.
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Also, Douda et al. (40) reported that a small conductance calcium-dependent potassium channel predominantly
expressed in human neutrophils, named SK3, is involved in NOX-independent NETosis.

Additionally, recent studies have highlighted the role and specificity of H3 citrullination (citH3) operated by
PAD4, which is solely found in the NOX-independent NETosis (41).

Our study aimed to identify some specific outcomes of the PVVL in contact with human neutrophils in the
absence of others Staphylococcus aureus elements, in order to discriminate them from the impact of the HIgCB,
in the first instance, and to compare the characteristics of a classical form of NOX-dependent NETosis to the
hallmarks of a likely ineffective or even detrimental form of the process. In the present study, we found another
difference between two comparable leukotoxins: the sole PVL, but not HIgCB, causes a significant NETosis in
human neutrophils in a NOX-independent manner, while involving mitochondria and mitochondrial ROS
(mtROS), XO, MPO for ROS production. We also found that a subsequent increased autophagy takes place in
parallel with NETosis, while neither Akt and ERK1/2, nor CD45 downstream-linked Src kinases, are activated.
The PVL NETosis-induced chromatin fibers are decorated with NE, MPO, but also citH3, collectively showing
several discrepancies in comparison with the PMA-induced NETosis. These results provide a comprehensive
and a precise view of the PVL mechanism in a more physiological context, also addressing a potential link

between staphylococcal infections and autoimmune diseases.

Materials and methods

Ethics Statement

Buffy coats from healthy adult volunteers, mostly aged of less than 30 years and of both sexes were purchased
from the “Etablissement Francais du Sang” (Strasbourg, France). Written consents were collected by the

Etablissement Francais du Sang, which keeps confidential donor information.

Human neutrophils culture media conditions

Human neutrophils (hPMNs) used for all experiments are cultured in Roswell Park Memorial Institute medium
1640 (RPMI, Biowest, Nuaillé, France) supplemented with either 10% foetal bovine serum (FBS) (v/v) or 0.5%
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of bovine serum albumin (BSA) (w/v), the latter in order to obtain a better adherence to Petri dishes during
hPMNs cell culture. Cells were then kept at 37°C with 5% CO> in a humidified incubator and tested for PVL

and HIgCB infection for a maximum of 6h.

Inhibitors

In order to test PVL NETosis dependence on different enzymes, channels or organelles, we used a range of
several specific inhibitors. More precisely, Diphenyleneiodonium chloride or DPI (D2926, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) was used at 20uM final concentration applied during 30 minutes to hPMNSs prior to
stimuli addition in order to inhibit NADPH oxidase machinery. Concerning mitochondrial ROS, we pre-treated
hPMNs with a mitochondrial uncoupler, the 2,4-Dinitrophenol or DNP (D198501, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) at 750uM during 1h to prevent overt ROS production, preferring this type of inhibitor rather

than scavengers that only neutralize already produced ROS.

Allopurinol, a potent xanthine oxidase inhibitor, was purchased from Sigma-Aldrich (A8003, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA) and used at 2mM final concentration during 30 min before hPMNSs stimulation.
Myeloperoxidase Inhibitor-1, (sc204107, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA), an irreversible and
specific inhibitor of the peroxidation activity of MPO, also named ABAH, was used at the final concentration of
100uM during 30 min before the adding of PMA and PVL. Small conductance Ca®*-activated potassium
channel (SK) inhibitor NS8593 hydrochloride was purchased from Santa-Cruz Biotechnology (CAS No.
875755-24-1, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) and used as hPMNSs pre-treatment at 200uM,
being a reversible SK3-mediated current inhibitor in human and rat SK3, that operates a decrease in calcium
sensitivity. Cl-Amidine (trifluoroacetate salt), an inhibitor of protein arginine deiminases (CAS No. 1043444-
18-3, Cayman Chemicals, Ann Arbor, Michigan, USA) was used at 200uM during 15 min before NETosis

induction.

The 4-amino-5-(4-methylphenyl)-7-(t-butyl) pyrazolo[3,4-d]- pyrimidine (PP1), a potent but reversible Src
kinases Inhibitor, (CAS No. 172889-26-8, Cayman Chemicals, Ann Arbor, Michigan, USA) was used to pre-
treat hPMNSs during 30 min before NETosis induction at the final concentration of 5uM, and 4-amino-5-(4-
chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine (PP2), an irreversible Src kinases inhibitor were purchased
from Sigma-Aldrich (P0042, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) and used at the final concentration of
10puM during 30 min before NETosis induction.

Antibodies and fluorescent dyes
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Dihydrorhodamine 123 (DHR123) fluorescent probe, used for the determination of peroxynitrite and other
cytoplasmic ROSs at the final concentration of 2.5uM, was obtained from Santa Cruz Biotechnology (CAS No.
109244-58-8, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA). MitoSOX™ Red mitochondrial superoxide
indicator, purchased from Molecular Probes (M36008, Molecular Probes, Eugene, OR, USA), was used in order

to evaluate mitochondrial superoxide in human neutrophils.

Two main antibodies were used to confirm the presence of NETosis by epifluorescence experiments: the anti-
Neutrophil Elastase (ab21595, Abcam, Cambridge, UK, RRID:AB_446409), a polyclonal antibody developed
in rabbits and used at the final concentration of 1 ug/mL, and the monoclonal anti-Myeloperoxidase antibody
produced in mouse (ab25989, Abcam, Cambridge, UK, RRID:AB_448948), used at the final concentration of 1
ug/mL. The anti-Histone H3 (citrulline R2 + R8 + R17) antibody - ChIP Grade (ab5103, Abcam, Cambridge,
UK, RRID:AB_304752), a polyclonal antibody developed in rabbits was used at 1 ng/mL in order to assess and
subsequently quantify the post-translation modification of the histone H3 on the NETSs. The secondary
antibodies Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody Alexa Fluor® 488 conjugate and
Goat anti-Mouse IgM (Heavy chain) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor® 555 conjugate,
purchased from Invitrogen™ (A-11034, RRID:AB_2576217 and A-21426, RRID:AB_2535847, Invitrogen™ ,
Waltham, Massachusetts, USA), were used at a concentration of 2 pug/ml in dilution buffer (HBSS-HEPES
containing 5% FBS and 1 mg/mL BSA). Hoechst dye 32258 (94403, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

was employed at the final concentration of 10 pg/mL to stain nuclei and DNA.

For confocal microscopy experiments we used an antibody raised against the LukS-PV in its form of fragment
antigen-binding F(ab’)? and produced at the Institute of Bacteriology of Strasbourg by Keller D., as previously
described (15, 42). A purified Mouse Anti-Cytochrome ¢, Clone 6H2.B4 purchased from BD
Pharmingen™(556432, BD Pharmingen™, San Diego, CA, USA) was used at 1:100 to stain mitochondria,
while DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) purchased from Sigma-Aldrich (D9542, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) was used at 1 ug/mL final concentration to stain DNA and nuclei. The
secondary antibodies F(ab')? Goat anti-Rabbit 1gG-F(ab")?> Fragment cross-adsorbed Antibody DyLight® 594
Conjugated and the Donkey F(ab')2 Anti-Mouse 1gG H&L (Alexa Fluor® 488) preadsorbed were used at the
final concentration of 2 pug/ml in dilution buffer (HBSS-HEPES containing 5% FBS and 1 mg/mL BSA) and
purchased from Bethyl Laboratories, Inc. (A120-212D4, RRID: AB_10698092, Bethyl Laboratoires Inc.,
Montgomery, Texas, USA) and from Abcam (ab181289, RRID: AB_ 2813900, Abcam, Cambridge, UK),

respectively.
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Concerning immunoblots, we routinely use a polyclonal antibody anti-GAPDH at 1:10000 (G9545,

RRID:AB_796208, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) developed in rabbits as loading control in order
to ensure an equal amount of total proteins for each lane, yet avoiding stripping and reprobing the Western blot
membrane and allowing the evaluation of phosphorylation of tested proteins and total proteins at one glance, in

the same image.

In order to study the phosphorylation of key kinases involved in NETosis, we used primary antibodies at 1:1000
developed in rabbits: an Anti-phospho-Erk1/2 (Thr202/Tyr204, Thr185/Tyr187)Antibody, recombinant clone
AW39R (05-797R, RRID:AB_1587016, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), a rabbit monoclonal, Anti-
phospho Akt (ser 473) (#9271, RRID:AB_329825 Cell Signaling Technologies, Danvers, Massachusetts,
USA)and a rabbit polyclonal, Anti- Phospho-Src Family (Tyr416) (#2101, RRID:AB_331697, Cell Signaling
Technologies, Danvers, Massachusetts, USA).

For autophagy, we used the anti- LC3B (L10382, Invitrogen™, Waltham, Massachusetts, USA), a polyclonal
antibody developed in rabbits that allows to visualize both LC3A and LC3B bands.

Isolation of Human Polymorphonuclear Cells (hPMNs)

Human PMNs are prepared from about 50 mL of buffy coats from healthy donors. The cells were isolated
within 24 h after blood donation, as previously described (15, 43). Briefly, human neutrophils were separated
from other blood components by density gradient centrifugation with Lymphocytes separation medium
(CMSMSL0101, Eurobio Scientific, Les Ulis, France). Erythrocytes are initially removed by the adding of 6%
(w/vol) dextran for sedimentation, while the remaining amount is removed with a hypotonic lysis with ddH20,
followed by 9% of NaCl addiction, in order to perform an osmotic shock for 45 seconds. Finally, hPMNs are
filtered, counted and resuspended in a RPMI culture media supplemented with either 10% foetal bovine serum
(FBS) (v/v) (P30-3306, PAN-Biotech, Aidenbach, Germany) or 0.5% of bovine serum albumin (BSA) (wt/v)
(04-100-810-C, Euromedex, Souffelweyersheim, France).

Leukotoxin Purification

The SA HIgCB and PVL toxins were purified as previously described (44), and leukotoxins mutations and
purification were performed as described (45). Briefly, each subunit of both toxins is purified by affinity
chromatography on glutathione-Sepharose 4B, followed by a cation-exchange fast-performance liquid
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chromatography after removing the GST tag with PreScission Protease (27084301, GE Healthcare, Chicago,
Illinois, USA). The homogeneity of preparations is assessed by radial gel immunoprecipitation and by SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis before storage at —80 °C (45).

Immunocytochemical detection of NETosis by epifluorescence microscopy and quantification

Primary antibodies raised against human neutrophil elastase (NE), myeloperoxidase (MPO) and citrullinated
histone H3 (citH3) were used to detect NETs in human neutrophils. Cells, (5 x 10° cells/mL in RPMI-0.5%
BSA) were maintained for 10min, 1h, 3h and 6 h at 37 °C, in a 5% CO: incubator with 1 nM, 0.25 nM and 0.1
nM of PVL or 50 nM of PMA. The same experiment was initially performed using 1 nM, 0.5 nM and 0.1 nM of
HIgCB in order to assess the different cellular outcomes of the two toxins. Toxin concentrations are chosen in
regards to dissociation constants (Kd) between the toxins and the common target receptor C5aR in human
neutrophils (16). Where indicate, pre-treatments with different inhibitors are performed in parallel during
15min, 30 min or 1h before stimuli addition, depending on the inhibitor. After each incubation period, cells
were fixed for 5 min with 4% (v/v) paraformaldehyde- HBSS-HEPES and maintained in blocking buffer (10%
FBS (v/v), 5 mg/mL BSA in PBS (w/v)) overnight at 4°C after one wash step with Hanks' Balanced Salt
Solution (HBSS) supplemented with 10mM Hepes. Cells were washed twice with HBSS before adding the
primary antibodies diluted at 1 pg/mL in the dilution buffer (HBSS-HEPES containing 5% FBS and 1 mg/mL
BSA) and maintained 1 h at RT with gentle agitation. After two HBSS washes, cells were incubated with
secondary Antibody coupled to Alexa Fluor® 488 or Alexa Fluor® 555 at a concentration of 2 pg/ml in dilution
buffer (HBSS-HEPES containing 5% FBS (v/v) and 1 mg/mL BSA (w/v)) for 1 h at RT with gentle agitation.
Then, cells were washed and incubated for 30 min with 10 pg/mL Hoechst 32258 for nuclei and DNA labelling,
and then visualised. The observations were made with the Olympus BX60, an epifluorescence upright
microscope equipped with a 10x objective and a filter set which includes an UV filter for visualisation of
Hoechst fluorescence, a Fluorescein filter, specific for Alexa488 fluorescence, and a Rhodamine filter, for
Alexa555 fluorescence. Fluorescence microscope-obtained images were analysed with CellProfiler software
version 2.2 for Windows (RRID:SCR_007358, Brod Institute, Harvard, Cambridge, MA, USA) (46), which
allows the identification and count of Hoechst-positive cells and NE-, MPO- or citH3-positive cells. The results
are obtained by a sequence of modules forming a pipeline, which are described and can be downloaded at:
http://cellprofiler.org/published_pipelines.html. Percentage of NETing hPMNs was determined by Hoechst-
stained cells/ secondary antibody-stained cells ratio, thus considering the simultaneous presence of DNA and
antimicrobial proteins on NETSs. This method is based on an adapted version of the formula previously

described by Brinkmann and colleagues in 2012 (47).
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Western Blot

Human neutrophils (1x107/mL) were incubated, in RPMI-10% FBS (v/v) medium alone or with PMA or PVL at
37°C with 5% COg, for up to 100 min. After each incubation time-point, cells were harvested, washed twice
with cold PBS and the pellets were subjected to protein extraction with RIPA buffer supplemented with 0.2% of
Triton X-100 (v/v) in the presence of the Protease Inhibitor Cocktail cOmplete™ (11697498001, Roche, Bale,
Switerzland), NaVOs (1 mM), leupeptin (25 uM), pepstatin (25 uM), aprotinin (25 uM), NaF (25 mM),
levamisole (1 mM), PMSF (1 mM) and phosphatase inhibitors (P5726, Sigma—Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France). Total protein concentration was determined with a protein assay reagent kit (Thermo Scientific™
Pierce™ 660nm Protein Assay, 22660, Waltham, Massachusetts, USA). The lysates were added to a 4% loading
buffer containing 10% (v/v) of B-mercaptoethanol, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, leupeptin (10 ug/mL),pepstatin
(10 pg/mL), aprotinin (10 pg/mL), NaF (10 mM), NaVOsz (5 mM), and levamisole (1 mM) and heated for 5 min
at 95 °C. Protein migration was performed in a sodium dodecyl sulfate 4-20% gradient polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) purchased from BioRad and transferred to a 0.22 pm nitrocellulose membrane
(GE Healthcare Amersham™ Protran™ Supported NC Nitrocellulose Membranes, Chicago, lllinois, USA) for
1 hat 30V in a blotting system (Bio-Rad, Hercules, California, USA). Membranes were placed in blocking
buffer (PBS with 5% no fat dry milk) for 3 h at 4°C with gentle agitation and incubated overnight at 4°C with
rabbit primary antibody (1:1000). Immunoblotting with rabbit polyclonal antibody to GAPDH (1:10000) were
used as the internal loading control to ensure equivalent amounts of protein in each lane, avoiding the stripping
step on nitrocellulose membranes after the revelation of phosphorylated forms of proteins of interest. Detection
was achieved using appropriate HRP-linked secondary antibodies (1:50000), followed by Clarity Max™
Western ECL Blotting Substrate chemiluminescence kit (#1705062, Bio-Rad, Hercules, California, USA).
Immunoreactive bands were visualized with a Chemidoc Instrument (Bio-Rad, Hercules, California, USA) and
quantified with ImageJ (NIH).

Flow cytometry for ROS quantification

To measure ROS levels, human neutrophils (1x 108/mL RPMI w/o Phenol Red supplemented with 10% FBS)
were purified and stained with 10 uM Dihydrorhodamine or 2.5uM of MitoSOX kept at 37 °C for 30 min in
order to let the dyes enter the cells. In parallel, the pre-treatment with DNP was performed during 1h before
toxins addiction. Then, PMA at 50nM, PVL at 1nM and at 0.25 nM were added, and the acquisition was started.
Cells were analysed with Guava easyCyte 8HT system flow cytometer (EMD, Millipore, Burlington,

Massachusetts, USA). The neutrophil population at 1x10%/mL was analysed at a medium flow rate of 0.59uL/s
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and selected based on Forward Scatter (FSC) and Side Scatter (SSC) parameters. DHR123 or MitoSOX
fluorescence were analysed in the Green (525/30 nm) and Yellow channel (583/26 nm), respectively. Mean

Fluorescence intensity (MFI) of both dyes was compared with MFI of unstimulated cells.

Immunofluorescence labelling of PVL and mitochondria, confocal microscopy and image analysis.

Freshly isolated hPMNs at 8 x 106 cells/mL in RPMI-10% FBS (v/v) were kept for 5 min, 10 min, 15 min, 20
min, 30 min, 40 min and 50 min at 37 °C, in a 5% CO- incubator in the presence of either 1nM of the PVVL or
1nM of the subunit LukS-PV only. Then, cells were fixed by 4% (v/v) paraformaldehyde- HBSS-HEPES during
10 min at room temperature (RT). Next, hPMNs were permeabilized with 0.05% (v/v) of Triton X-100
containing HBSS-HEPES for 5 min and washed before being blocked for additional 30 min at RT. Another
wash was performed prior to the addition of primary antibodies diluted in HBSS-HEPES containing 5% FBS
and 1 mg/mL BSA. Cells were kept overnight at 4 °C and two washes were performed with HBSS-HEPES.
Next, secondary antibodies were applied to cells for 1h at RT, washed twice and then stained for 5 min by 1
ug/mL DAPI for labelling nuclei. Cells were mounted on slides using Mowiol media (Mowiol 4.88; cat#
475904; Calbiochem, La Jolla, CA, USA), and stored at 4°C in a light-proof container. The observations were
carried out using a Zeiss LSM 780 confocal microscope controlled by the ZEN 2010 with a 63x% oil immersion
objective. Ten fields of 1024 x 1024 pixels were acquired for each condition using a 305 nm diode (ultraviolet),
a 488 nm argon laser, and a 561 nm diode-pumped solid-state laser. Images were analysed with the Fiji plug-in
MosaicSuite by Squassh (segmentation and quantification of subcellular shapes) tool (RRID:SCR_002285)

(48, 49), in order to perform segmentations and quantifications of Pearson’s correlation coefficient and

overlapping area of LukS-PV fluorescence with CytC fluorescence area.

Statistical Methods

Results are expressed as mean + standard error of the mean of at least three independent experiments. GraphPad
Prism version 7 for Windows software (GraphPad Software, RRID:SCR_002798, La Jolla, CA, USA) was used
to calculate the means for each experimental condition, create the graphs, and obtain the statistical analysis.

Student’s T-test and two-way or one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Bonferroni, Dunnett or
Tukey’s post-test, were used where appropriate, to detect differences between conditions. A p-value < 0.05 was

considered significant.
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329  Results

330 PVL, but not HIgCB provokes NE-decorated chromatin fibers spreading in extracellular space

331

332 Inorder to study the NETosis process we performed several and separate immunofluorescence assays on human
333  neutrophils (hPMNSs) at definite time points in contact with either purified PVL or HIgCB at specific and low
334  concentrations. PMA, an inducer of the classical NOX-dependent pathway, was routinely used at 50 nM as a
335  positive control. Our results show a significant increase of NE associated to extracellular DNA after 6h at both
336 1 nM (Figure 1 C and C’) and 0.25 nM (Figure 1 D and D) of the PVL, concerning about 50% additional

337  hPMNSs, if compared to spontaneous NETosis of unstimulated cells (Figure 1 I, p value= 0.0005 for PVL 1 nM
338 and p value=0.009 for PVVL 0.25 nM). The PVL NETosis is a time-dependent process (Figure 1- figure

339  supplement 2), and it also presents a corresponding level of MPO associated to extracellular chromatin fibers
340  (Figure 1- figure supplement 2), confirming that PVL causes a real phenomenon of NETosis. As expected,

341  PMA at 50 nM also causes a significant NETosis at 6h (Figure 1 B and B’), which concerns about 60%

342  additional hPMNSs, compared to the spontaneous NETosis level of unstimulated cells (Figure 11), though

343  showing more rapid kinetics than PVL (Figure 1- figure supplement 2). Conversely, 0.1 nM of PVL at 6h

344  (Figure 1 E and E’) causes NETosis in only about 30% additional hPMNs compared to unstimulated cells,

345  which represents a slightly insufficient increase to be statistically significant from the negative control (Figure 1
346 1). Inversely, HIgCB at 1nM, 0.5 nM and 0.1 nM, fails to provoke any significant NETosis at 6h (p value> 0.05)
347  (Figure 1 F-H), showing only about 15% of additional hPMNs positive to the NE marker (Figure 1 I).

348  Taken together, only purified PVL causes NETosis in vitro, while HIgCB does not. (figure 1 A and B).

349  However, the NETosis level may vary according to donors, more precisely on the age of donors, as suggested
350 by Adrover et al. (50). Neutrophils from donors > 35 y.o. showed an important amount of unstimulated cells
351  positive to NE (about 20% of spontaneous NETosis, Figure 1 ) as demonstrated by the error bars in graphics
352 (Figure 1 1), and by the different NETosis level obtained after stimulations (Figure 1- figure supplement 4). For

353 this reason, all the following experiments were achieved using neutrophils of donors aged less than 30 years.

354
355
356

357
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Figure 1: PVL, but not HIgCB provokes NE-decorated chromatin flbers spreading in extracellular space. Freshly isolated
human neutrophils (hPMNs) were left unstimulated (A and A’) or exposed for 6h to 50 nM of PMA (B and B’), PVL at 1nM (C
and C’), 0.25nM (D and D’), 0.1 nM (E and E’), or HIgCB at 1 nM (F and F’), 0.5 nM (G and G’) or 0.1 nM (H and H’). hPMNs
were fixed with 4% PFA and stained with an anti- Neutrophil Elastase (NE) antibody (in green) and Hoechst dye to observe
chromatin and nuclei (in blue). NE-positive cells were quantified using 8 random fields of view obtained from three or more
different biological replicates. Images marked with prime symbols (‘) on the right are close-ups of the original corresponding
image on the left marked with the same letter without prime symbols. Blown-up areas are highlighted with a yellow dotted
square on the original image. (l) Presented is the mean with SEM. Groups were compared to unstimulated neutrophils using
repeated measures one-way ANOVA and Dunnett post-test, ****p < 0.0001, **p <0.01, *p < 0.05.
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PVL-mediated NETosis is independent of NADPH oxidase complex but dependent on mitochondria

We focused on the involvement of NOX in PMA and PVL-induced NETosis. NOX was inhibited by pre-
treating hPMNs with 20 uM of Diphenyleneiodonium (DPI), a potent inhibitor of NADPH oxidase, NETosis
level was quantified at 6h, through anti-NE antibody staining. DPI significantly inhibits PMA-induced NET
formation (Figure 2 D and D’), while PVL was still able to massively cause NETosis, rather showing even a
slightly rise due to DPI (Figure 2 G and G’, H and H’). In fact, at 6h, 1 nM and 0.25 nM of PVL in the presence
of DPI showed an increased NETosis in about 30% additional hPMNs, compared to PVL without DPI (figure 2

).

Next, we directly investigated the source of the PVL-induced oxidative burst, which is independent of the
NADPH oxidase activity. In fact, the classical microbicidal form of the process has been mainly demonstrated
to involve NADPH oxidase as the primary source of reactive oxygen species (ROS), necessary for chromatin
decondensation and nuclear membrane collapse (51). These ROS are usually quantified by flow cytometry,
using a fluorescent indicator, the dihydrorhodamine 123 (DHR123) at 2.5 uM, which is an nonfluorescent
membrane-permeable ROS indicator that becomes fluorescent in its oxidized form, rhodamine 123, emitting a
green fluorescence mainly in the presence of cytosolic reactive oxygen species originated by NOX. The mean
fluorescence of DHR123 in hPMNSs after the application of 1nM and 0.25 nM of PVL shows a non-significant
release of cytosolic ROS for any PVL concentration (Figure 2 J). On the contrary, the positive control PMA at

50 nM fosters a very abundant and time-dependent production of ROS from hPMNs (Figure 2 J).

Together, the previous two results confirm that PVL causes NETosis independently of NADPH oxidase-
produced ROS.

Nevertheless, human neutrophils possess other ROS sources aside from the NADPH oxidase (40). We
primarily focused on mitochondria, which produces reactive oxygen species, such as superoxide radicals
(mtROS) that can be quantified with MitoSOX™ Red at 2.5 uM, a fluorescent probe localising into this
organelle. Flow cytometry experiments showed an opposite situation compared to DHR123 tests. In fact, after
40 min the mtROS level rapidly increases when hPMNs are in contact with 1nM of PVL (Figure 2 K). At 1h,
hPMNs produce a significantly high amount of mtROS even in contact with only 0.25 nM of PVL (Figure 2 K).
Conversely, PMA at 50nM shows a non-significant level of mtROS at each time-point we examined. (figure 2
K)

In order to further confirm the involvement of mtROS, we tested the effect of the uncoupler of the oxidative

phosphorylation 2,4-Dinitrophenol (DNP), which interferes with mitochondrial ROS production (Douda et al.



390
391
392
393
394
395
396

397
398
399

16

2015). Several flow cytometry assays showed a significant inhibition of mtROS production in the presence of
750 uM of DNP for the PVL (Figure 2L). Therefore, we pre-treated hPMNs with DNP and then performed
immunofluorescence experiments to quantify the PVL NETosis after a pre-treatment with this mitochondrial
uncoupler. Our results showed that DNP significantly decreases the PVL NET formation in hPMNs exposed to
both 1 nM (Figure 2 R and R”) and 0.25 nM (Figure 2 T and T"), and inhibited NETosis in about 40% of
hPMNs (Figure 2 U). On the contrary, PMA does not show any NETosis inhibition due to DNP (Figure 2 P and
P’).

Thus, PVL provokes NET formation via an alternative pathway, involving mitochondria as a source of ROS,
without activating the NADPH oxidase machinery. However, DNP fails to completely block mtROS and NE

spreading, suggesting the involvement of additional ROS sources.
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Figure 2: PVL-mediated NETosis is independent of NADPH oxidase complex but dependent on mitochondria. Immunofluorescence staining
the Neutrophil Elastase (in green) and DNA and nuclei with the hoechst dye (in blue). hPMNs were left unstimulated (A and A’) or exposed to
50 nM of PMA (C and C’) or PVL at 1 nM (E and E’), and 0.25 nM (G and G’) during 6h. A pre-treatment with of 20uM of DPI is performed
during 30 min before incubation where indicated (B and B, D and D’, F and F’, H and H’). (I) NE-positive cells were quantified using 8 fields of
view obtained from four different biological replicates. Presented is the mean with SEM. Groups were compared using repeated measures
two-way ANOVA, ****p < 0.0001, **p < 0.01, *p < 0.05. (J) Flow cytometry analysis of cytosolic ROS production in hPMNs following DHR123
fluorescence in the presence of 50 nM of PMA, 1 nM and 0.25 nM of PVL or unstimulated after 1h. (K) Flow cytometric analysis of hPMNs
loaded with a mitochondrial ROS probe, MitoSox and activated with 50 nM of PMA, 1 nM and 0.25 nM of PVL or unstimulated after 1h. (L)
Flow cytometric analysis of hPMNs loaded with MitoSox, after 1h after adding 1 nM of PVL in the presence or absence of 750uM of DNP,
preincubated 1h. The mean fluorescence is quantified for unstimulated hPMNs or 1nM of PVL after 1h in the absence or presence of 750uM
of DNP. Presented is the mean with SEM. Groups were compared using repeated measures two-way ANOVA, **p < 0.01, (n=3). (G) .
Immunofluorescence staining the Neutrophil Elastase (in green) and DNA and nuclei with the hoechst dye (in blue). hPMNs were left
unstimulated (M and M’) or exposed to 50 nM of PMA (O and O’) or PVL at 1 nM (Q and Q’), and 0.25 nM (S and S’) during 6h. A pre-
treatment with of 750uM of DPI is performed during 1 h before incubation where indicated (N and N’, P and P’, R and R’, T and T’). (U) NE-
positive cells were quantified using 8 fields of view obtained from four different biological replicates. Presented is the mean with SEM. Groups
were compared using repeated measures two-way ANOVA, **p < 0.01, *p < 0.05, ns=non significant. Images marked with prime symbols (‘) on
the right are close-ups of the original corresponding image on the left marked with the same letter without prime symbols. Blown-up areas
are highlighted with a yellow dotted square on the original image.
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PVL NETosis depends on small conductance potassium channels SK and Xanthine oxidase (XO) and

myeloperoxidase (MPO), as additional ROS sources.

Based on previous studies (40), we investigated the contribution of small conductance calcium-activated
potassium channels (SK), as it is described as directly involved in the alternative NETosis pathway induced by
calcium ionophores. We also focused on two additional alternative neutrophil ROS sources: Xanthine oxidase
(XO) and Myeloperoxidase (MPO) (38). Thereby, we performed a pharmacological inhibition in order to
reduce the SK channel activity by pre-treating hPMNs with 100 uM of SK channel inhibitor NS8593. Then, we
assessed NE and chromatin presence after 6 h of incubation. Our results confirm the involvement of this SK
potassium channel in PVL NETosis (Figure 3 J and J’, N and N”), unlike PMA NETosis (Figure 3 F and F’). In
fact, for both PVL concentrations tested in the presence of this SK inhibitor, the NETosis rate decreases in
about 50% of hPMNs, compared to PVL NETosis in the absence of the same inhibitor. (Figure 3 Q).

In parallel, we studied the impact of xanthine oxidase (XO) and myeloperoxidase (MPO) inhibition, pre-treating
hPMNs with either Allopurinol (2 mM) or MPO inhibitor | (100 uM), respectively, followed by
immunofluorescence assays. PVL NETosis is dependent on both XO (Figure 3 K and K’, O and O”) and MPO
(Figure 3 L and L’, P and P”), as both inhibitors significantly decreased this process in 50-60% of cells in
contact with PVL (Figure 3 Q), compared to the initial PVL NETosis level. Conversely, PMA showed an
opposite result: this NETosis is not inhibited by any of the two additional inhibitors (Figure 3 G and G’, H and
H’), showing about 100% of NETosis initial rate (Figure 3Q). Collectively, these results indicate that PVL
NETosis is dependent on SK channels, but also on XO and MPO activity.
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Figure 3: PVL NETosis is dependent on Xanthine oxidase (XO) and myeloperoxidase (MPO) ROS and on small conductance channel
(SK). (A-P) Immunofluorescence staining hPMNs left unstimulated(A and A’) or exposed to 50 nM of PMA (E and E’), PVL at 1 nM (Il and
I’), or 0.25 nM (M and M’), after 6h in the absence or presence of 100uM of the SK inhibitor NS8593 (B and B, F and F’, J and J’, N and
N’), 2mM of the XO inhibitor Allopurinol (C and C’, G and G’, K and K’, O and O’) or 100uM of Myeloperoxidase inhibitor | (D and D, H
and H’, L and L, P and P’)applied during 30 min before the incubation. In green Neutrophil Elastase (NE) and in blue Hoechst dye to
observe DNA and nuclei. (Q) NE-positive cells were quantified using 8 fields of view obtained from three different biological replicates.
Presented is the mean with SEM. Groups were compared using repeated measures two-way ANOVA, ***p < 0.001, **p < 0.01. . Images
marked with prime symbols (') on the right are close-ups of the original corresponding image on the left marked with the same letter
4Zithout prime symbols. Blown-up areas are highlighted with a yellow dotted square on the original image.
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PVL, but not PMA presents citrullinated histone 3 on NETSs, depending on PAD4 activity

A discussed aspect about the NETosis process is the presence of a particular posttranslational modification of
the histone 3 (H3), named citrullination or deamination (citH3). Therefore, immunofluorescence assays allowed
the assessment of citH3 in hPMNSs, using an anti-citH3 primary antibody, after 6h with 50 nM of PMA or 1 nM
and 0.25 nM of the PVL. Albeit PMA does not provoke any citrullination of the histone H3 (Figure 4 B and B’),
1 nM and 0.25 nM of PVL favour the citrullination of the histone H3 on NETs after a 6h-stimulation (Figure 4
Cand C’, D and D’, respectively). This posttranslational modification concerns about 70% of hPMNs
stimulated with 1 nM of PVL and 30% of hPMNs stimulated with 0.25 nM of PVL. (figure 4 E).

Then, we asked whether the mitochondrial uncoupler DNP can also inhibit the citH3. Immunofluorescence
imaging and quantification show that DNP decreases the citH3 caused by PVL at 1 nM (Figure 3 J and J”) and
0.25 nM (M and M”). The corresponding inhibition of citH3 concerns about 40% of tested hPMNs exposed to
both PVL concentrations (Figure 4 O).

Also, as the occurrence of protein citrullination is caused by a Ca?*-dependent enzyme highly expressed in
peripheral blood neutrophils, the peptidylarginine deiminase 4 (PAD4), we also evaluated the citH3 level in the
presence of 200uM of Cl-amidine, a pan PADs inhibitor that inactivates the calcium-binding activity of PAD4
in an irreversible manner (52). After 6h, PVL-induced citH3 is drastically reduced in presence of Cl-amidine
for PVL at both 1 nM (Figure 4 K and K”) and 0.25 nM (Figure 4 N and N”), thus showing an inhibition in 77%
and 39% of hPMNs, respectively, compared to citH3 level provoked by PVL in the absence of Cl-amidine
(Figure 4 P). Nevertheless, in the presence of Cl-amidine, PVL NETSs remain evident, as shown by the Hoechst
dye (Figure 4 K and K’, N and N”), and a parallel immunostaining of NE confirms that the NETosis process is
not stopped by the PAD inhibitor per se. (Figure 4- figure supplement 1).

Globally, these results indicate a mitochondrial- and PAD4-dependent presence of citH3 only on PVL-induced
NETs. However, the PAD4 inhibition does not affect the chromatin and NE liberation, while PMA is confirmed

to induce NETosis albeit without histone H3 citrullination.
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Figure 4: PVL but not PMA presents citrullinated histone 3 on NETs, depending on PAD4 activity (A-D) Immunofluorescence staining of anti-citrullinated
histone H3 (yellow/white), DNA and nuclei are marked with the hoechst dye (in blue). Human neutrophils (hPMNs) unstimulated (A and A’) or exposed to
50 nM of PMA (B and B’), PVL at 1 nM (C and C’), 0.25 nM (D and D’) of, after 6h. (E) citH3-positive cells were quantified using 8 fields of view obtained
from five different biological replicates. Presented is the mean with SEM. Groups were compared using repeated measures one-way ANOVA, ****p <
0.0001, *p < 0.05. (F-N)immunofluorescence staining of anti-citrullinated histone H3 (yellow/white), DNA and nuclei are marked with the hoechst dye (in
blue) in the presence or absence of DNP or Cl-Amidine. Human neutrophils (hnPMNs) unstimulated (F and F’) or exposed to PVL at 1 nM (I and I’), 0.25 nM
(L and L) after 6h in the absence or presence of 750uM of DNP (G and G’, J and J', M and M’) or of 200uM of Cl-amidine (H and H’, K and K, N and N’). (O)
citH3-positive cells were quantified using 8 fields of view obtained from three different biological replicates with and without DNP. Presented is the mean
with SEM. Groups were compared using repeated measures one-way ANOVA, ** p < 0.01, *p < 0.05. (P) citH3-positive cells were quantified using 8 fields
of view obtained from three different biological replicates with and without Cl-amidine. Presented is the mean with SEM. Groups were compared using
repeated measures one-way ANOVA, ** p <0.01, *p < 0.05. Images marked with prime symbols (') on the right are close-ups of the original corresponding
image on the left marked with the same letter without prime symbols. Blown-up areas are highlighted with a yellow dotted square on the original image.
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PVL NETosis does not involve neither ERK1/2 and Akt phosphorylation, nor CD45 downstream kinases.

All the above-mentioned differences between PMA and PVL made us move forward and question about kinases
activated during NETosis. As already highlighted by Douda et al. (53), NOX-dependent and independent
NETosis do not share exactly the same signalling pathway. Therefore, we performed different immunoblots in
order to assess the activation of ERK1/2 and Akt, since these two kinases are described as differently involved
in PMA-induced and NOX-independent NETosis. As expected, a strong phosphorylation of ERK1/2 in human
neutrophils in contact with 50 nM of PMA was observed after only 15 min of incubation (figure 5 A and B).
Conversely, PVL at any tested concentration, fails to significantly activate this kinase (Figure 5 A and B).
Similarly, Akt is found phosphorylated only in contact with 50 nM of PMA after 15 min (Figure 5 C and D). In
fact, PVL at both 1 nM and 0.25 nM does not increase the phosphorylation of this kinase and the phospho-Akt
signal results somehow even lower than hPMNSs in the absence of stimulus, which might suggest an inhibition
of the kinase. (Figure 5 C and D).

Moreover, as the CD45 receptor is specifically targeted by the LukF-PV subunit of PVL (19), we studied
another kinase family, the Src kinases, being part of CD45 downstream pathway. A selective Src inhibitor, the
PP2 was used alone or in combination with another Src inhibitor, PP1, in order to consider the effect of Src on
PVL- and PMA-induced NETSs by blocking different members of the Src family (54-57). Surprisingly, our
immunofluorescent assays show that PMA NETosis seems partially inhibited by the pre-treatment with the
combination of the Src family kinase inhibitors PP1 and PP2 ( Figure 5 I and I’) and by PP2 alone (Figure 5 J
and J”), showing NETSs in only about 30% of tested hPMNSs (Figure 5 Q). Conversely, PVL NETosis is not
significantly inhibited by PP1 and PP2. (Figure 5 L and L’, M and M’, N and N’, O and O’) as NETs are still
present in more than 50% of tested hPMNs (Figure 5 Q).

In order to confirm the previous result, we studied the Src phosphorylation level by immunoblots at 3 different
time-points using a specific antibody targeting phospho-Tyr416, the main phosphorylation site that leads to the
activation of Src kinases. Our results show no significant differences in Tyr416 phosphorylation in contact with
PMA or PVL at any tested time points, even though a slight disparity in Src phosphorylation can be detected in
immunoblot bands at 10 min (Fig.5 R and S). Thus, PVL does not activate the Akt-ERK pathway, unlike PMA,
while the intercellular signalling pathway involved downstream the CD45 stimulation operated by the LukF-PV

subunit is unrelated to Src kinase family phosphorylation.
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Figure 5: PVL NETosis does not involve ERK1/2 and Akt phosphorylation nor CD45 downstream pathway Src kinases. (A) Erk1/2 is not activated during PVL NETosis. Freshly isolated
hPMNs are stimulated 50 nM of PMA, 1 nM, 0.25 nM and 0.1 nM of PVL or in absence of stimuli for 15 min, lysed and probed in order to detect ERK1/2 phosphorylation by
immunoblotting. GAPDH in whole lysates is shown as loading control. (B) Quantification of ERK1/2 phosphorylation based on fold-change differences of optical density using Image J
software. Bands are normalized with correspondent negative control (hPMNs) and GAPDH. Statistical analysis is performed with one-way ANOVA, **p < 0.01. Analysed data of 4
separate biological replicates. (C) Akt is not activated during PVL NETosis. Freshly isolated hPMNs are stimulated 50 nM of PMA, 1 nM, 0.25 nM and 0.1 nM of PVL or in absence of
stimuli for 15 min, lysed and probed in order to detect Akt phosphorylation by immunoblotting. GAPDH in whole lysates is shown as loading control. (D) Quantification of Akt
phosphorylation based on fold-change differences of optical density using Image J software. Bands are normalized with correspondent negative control (nPMNs) and GAPDH. Statistical
analysis is performed with one-way ANOVA, *p < 0.05. Analysed data of 3 separate biological replicates. (E-P) Immunofluorescence staining neutrophil Elastase (in green) and DNA and
nuclei (in blue) in the presence or absence of PP1 and PP2. Human neutrophils (hPMNs) were left unstimulated (E and E’) or exposed to PMA at 50 nM (H and H’) PVL at 1 nM (K and K’)
and 0.25 nM (N and N’), after 6h in the absence or presence of the combination of Src inhibitors PP1 at 5uM and PP2 at 10uM( F and F’, 1 and I’, Land L, O and O’) or only pre-treated
30min with 10uM of PP2 (G and G’, J and J, M and M’, P and P’). (Q) NE-positive cells were quantified using 8 fields of view obtained from three different biological replicates with and
without Src inhibitors. Presented is the mean with SEM. Groups were compared using repeated measures one-way ANOVA, ** p < 0.01, *p < 0.05. The partial, yet statistically non-
significant inhibition of PVL NETosis caused by Src inhibitors is highlighted by the p-value on the figure. (R) Src kinases family phosphorylation of the residue Tyr416 in hPMNs in the
presence of 50 nM of PMA, 1 nM or 0.25 nM of PVL or in absence of stimuli at 10, 30 and 100 min, detected by immunoblotting. GAPDH in whole lysates is shown as loading control.
(Q) Quantification of Src kinases family phosphorylation based on fold-change differences of optical density using Image J software. Bands are normalized with correspondent negative
control (hPMNs) and GAPDH. Statistical analysis is performed with one-way ANOVA, ns= non-significant. Analysed data of 3 separate biological replicates. Images marked with prime

43/?1bols (") on the right are close-ups of the original corresponding image on the left marked with the same letter without prime symbols. Blown-up areas are highlighted with a yellow
dotted square on the original image.
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An increased autophagy is present during both PMA and PVL NETosis

Based on the work of Remijsen et al. (51) claiming the involvement of autophagy at early times during
NETosis, we investigated the ratio between the light chain of microtubule-associated protein 1A and 1B (LC3A
and LC3B). In fact, during autophagosome formation, the lipidation of LC3A leads to LC3B production, which
localizes in the double membrane of autophagosomes. Thus, the LC3B/LC3A ratio constitutes an appropriate
marker of the autophagic process. We proceeded with different immunoblot assays in order to assess and to
quantify the LC3B/LC3A ratio which increases during autophagy. hPMNs were thus exposed to PMA at 50 nM,
PVL at 1 nM and 0.25 nM or left unstimulated during 10 min, 15 min, 30 min and 100 min. Our results indicate
that 1nM of PVL and 50 nM of PMA provoke a significant increase of LC3B/LC3A ratio after 30 min (Figure 6
C and D), which represents about 3 folds of the ratio of unstimulated cells (Figure 6E). However, 0.25 nM of
PVL failed to significantly increase the LC3B/LC3A ratio, not reaching a statistically appreciable amount of
autophagy, but still showing almost twice of the LC3B/LC3A ratio found for unstimulated cells (figure 6 C, D
and E). Thus, autophagy is involved in both PMA and PVL NETosis.
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Figure 6: An increased autophagy is present during both PMA and PVL NETosis (A) LC3A and LC3B in hPMNs in the presence of 50 nM
of PMA, 1 nM and 0.25 nM of PVL or in absence of stimuli at 10 min, 15 min, 30 min and 100 min, detected by immunoblotting.
GAPDH in whole lysates is shown as loading control. (B) Quantification of LC3B/LC3A ratio based on optical density using Image J
software. Bands are normalized with correspondent negative control (hPMNs). Statistical analysis is performed with one-way ANOVA,
**E%p < 0.0001, ***p < 0.001 **p < 0.01. Representative images of 3 or more biological replicates.
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Part of PVL colocalizes with mitochondria after 30 min of incubation

Genestier et al. and Zimmermann-Meisse et al. found that part of PVL internalized into hPMNs subsequently
colocalizes with neutrophil subcellular compartments (22, 23). Since mitochondria appear to be “the key-
organelle” involved in the PVL-induced NETosis, we wondered whether PVL tends to physically interact with
this organelle. To answer this additional question, we performed separate confocal microscopy experiments
using two specific antibodies in order to estimate the colocalization of the S subunit of PVL and the cytochrome
C (CytC), a hemoprotein involved in the electron transport at the intermembrane space of the mitochondrion. As
a control we used hPMNs exposed to the LukS-PV subunit without the corresponding LukF-PV subunit,
because the absence of F subunit prevents the entry of PVL into target cells and, then, the activity of the
leukotoxin (14, 16, 22). Indeed, we observed that the fluorescence of labelled LukS-PV subunits applied alone
is mostly found outside of the plasma membrane of hPMNs (Fig. 7 A-C). In contrast, after 30 min of incubation
with 1 nM of PVL, the Pearson Correlation Coefficient (PCC) of segmented images was significantly increased
compared to the PCC of control hPMNs exposed only to the LukS-PV subunit, showing a p value< 0.0001
(Fig. 7 G). This result has been confirmed by the analysis of the area of the S subunit fluorescence overlapping
with the cytochrome C fluorescence area: after 30 min of PVL incubation with cells, this overlap is found
significantly increased compared to hPMNs exposed to S subunit alone with a p value < 0.0001 (Fig. 7 H). This
suggests a possible physical interaction between PVL and mitochondria, that, in fact, is found to be producing a
significant amount of mtROS after 20-30 min from the PVL addition (Fig 2 K), reinforcing the idea that this
time point is important for the kinetic and outcomes of PVL in hPMNSs.
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Figure 7: Part of PVL colocalizes with mitochondria after 30 min of incubation. Freshly isolated hPMNs are exposed from
5min to 50 min to either LukS-PV subunit only at 1 nM, used as negative control (A-C) , or to 1 nM of PVL (D-F), presenting
both subunits, S and F. The figure shows representative confocal images of LukS-PV controls at 30min (A), 40 min (B) and
50 min (C) after stimulation (upper box), while 1 nM of PVL was applied for 30 min (D), 40 min (E) or 50 min (F) in
underneath images (lower box). hPMNs were maintained at 37°C with 5% CO, for 5min, 10 min, 15 min, 20 min, 30 min,
40 min and 50 min. This last time-point was chosen as the cells began to be lysed after 1h of exposition to the PVL at 1
nM. After each time-point cells were fixed with 4% PFA and permeabilized with 0.05% Triton X-100. Then, two antibodies
were applied, anti-CytC antibody and anti-LukS-PV antibody, in order to immunolabel mitochondria and the LukS-PV,
respectively. DAPI was used to stain nuclei and DNA. The merged images show the colocalization point between PVL and
mitochondria, which are also highlighted with white arrows. (G, | and K) Pearson’s correlation coefficient (PCC) were
quantified using Fiji by Image J plug in Squassh by analysing about 10 fields of view obtained from three different
biological replicates at 30 min(G), 40 min (I) and 50 min (F), which represent time-points significantly different in terms of
PCC between PVL and LUKS-PV. Presented is the mean of pooled data with SEM. Groups were compared using Student’s
T-test, **** p < 0.0001. (H, J and L) Overlapping area of LukS-PV and CytC fluorescence was quantified using Image J
analysis of the same 10 fields of view as for PCC assessment. Shown are the means of pooled data with SEM after 30

516 min(H), 40 min (J) and 50 min (L), which represent time-points significantly different in terms of overlapping area
between PVL and LukS-PV alone. Scale bars, 5 um.



517
518

519
520
521
522
523
524
525
526

527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547

28

Discussion

Pathogenic bacteria and human immune response evolve as parallel and dynamic processes. This is particularly
clear in regards to an extremely widespread bacterium such as Staphylococcus aureus. Thus, it is not surprising
that staphylococcal infections are still a major health challenge in many countries, given the ability of this
bacterium to adapt to hosts and to overpass innate immunity through a large panel of virulence factors and
toxins, such as PVL. Indeed, Staphylococcus aureus demonstrates an unexpectedly complex strategy to bypass
the first lines of the human defense, possibly taking advantage, amongst others, of NETting neutrophils. The
importance of a deeper understanding of PVL mode of action is needed, owing to the poor prognosis of S.

aureus PVL -infected patients and the necessity to find new therapeutic targets.

Here, we analyze more exhaustively the mechanism of PVL NETosis in vitro provoked by nanomolar and lower
concentrations of the toxin. We can assert that in the presence of a physiological concentration of extracellular
Ca?", this leukotoxin provokes a peculiar form of human neutrophil cell death, the NETosis. In contrast, the
HIgCB produced by SA, the other bicomponent leukotoxin whose S subunit shares the same target receptor, but
not the same binding site as LUkS-PV (58), fails to provoke a significant NETosis (Fig. 1), confirming a
different main cellular outcome, as already suggested by previous studies (21, 22). This result is in contrast
with what has been previously published (27, 28), as the PVL alone, presenting both S and F subunits, is
sufficient to mediate an abundant lytic NETosis characterized by the presence of specific markers such as NE
and MPO. However, the kinetic of this process seem to be slower than the PMA-induced one (Fig. 1
Supplement 1). NETosis induced in hPMNSs from young donors was more constantly obtained. Intriguingly,
pneumonia due to PVL-producing S. aureus strains is of worse prognosis in younger subjects (59, 60).

Also, as the simultaneous expression of PVL and other leukotoxins, such as gamma HIgCB, arises (~5% of
clinical strains), this combination of factors or any other combinations between the PVL and another leukotoxin
produced by S. aureus, may have an impact on PVL NETosis, considering the irrespective cell targets and
affinities.

Moreover, while the PMA-induced NETosis is NOX-dependent as expected, PVL NETSs are produced in a
NADPH-independent manner, and, on the contrary, the process seems to be in some extent increased by
NADPH oxidase inhibition (Fig. 2). This unexpected enhanced level of NETosis might be linked to the different
action of Protein kinase C (PKC) isoforms o and {, which are inversely activated in the two forms of neutrophil
extracellular trap processes (61), thus, confirming the fundamentally different NETosis processes initiated by
PMA and PVL.
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An additional confirmation of this aspect has been found in the differential ROS source mobilisation, as PMA
generates a massive time-dependent oxidative burst linked to NADPH-oxidase, while PVL causes a great
generation of mtROS, essential for the PVL NETosis (Fig. 2 A-K). This result agrees with the data describing
this alternative phenomenon (40). Nevertheless, despite the action of the mitochondrial uncoupler prodrug DNP
that significantly decreases PVL NETSs, the DNP fails to completely abolish the process, as other ROS sources,
such as Xanthine oxidase (XO) and myeloperoxidase (MPO) are involved. Moreover, DNP has somewhat an
inducing effect on PMA NETosis. In fact, our results show that two additional ROS sources have a major role
in PVL NETosis: the XO and MPO (Fig 2 L-U), two enzymes that can either enhance mtROS generation or
produce other reactive oxygen species described as crucial during NETosis process, respectively (39, 62—64).
XO has been recently described as an ubiquitous enzyme in mammalian cells, whose origin is not completely
established (65, 66), while its function is termed to be necessary in human myeloid cells in order to activate the
inflammasome machinery (67). Moreover, one effect of the XO inhibitor we used, allopurinol, is assumed to be
protective for the mitochondrial membrane integrity and function (68, 69). In fact, mitochondrial membranes
also depolarize in the presence of the PVL (22). These evidences confirm once more the involvement of

mitochondria, either directly or through the action of XO.

The involvement of a family of small conductance calcium-activated potassium channels (SK) was confirmed
also for the PVL NETosis, validating what Douda et al. previously described about the NOX-independent
NETosis induced with another type of stimulus, the calcymicin, or A23187 (53). Indeed, SK activation during
PVL NETosis is likely due to the increase of intracellular calcium level, contrary to PMA NETosis. In fact, SK
activation had been formerly described as unrelated to PMA NETosis (53), but surprisingly even XO and MPO
appear to be non-essential for the NETosis provoked by PMA (Fig. 3). Albeit the result obtained about MPO
involvement seemed to disagree with other authors who demonstrated the importance of MPO for PMA
NETosis, (25, 34, 63, 70), the data obtained by Parker et al. showed that a residual activity of about 3% of
normal MPO was sufficient to allow PMA-induced NETosis in the presence of only one pharmacological
inhibitor (64). In fact, these same authors used a combination of two different inhibitors of MPO to completely
elicit MPO activity (64). Moreover, Kenny and collaborators stated that PMA NETosis was significantly
decreased in the presence of 300 uM of the same MPO inhibitor we used in our experiments, which is 3 times
the concentration we applied as a pre-treatment for APMNs (25).

Concerning the intracellular signalling pathway, we showed that the PVVL-induced NETosis differs on kinase
contribution, compared to the NOX-dependent process (Fig. 5), which is coherent with what is found during
ionophores-induced NETosis, previously described as a NOX-independent process (32, 53, 71, 72).
Unexpectedly, the downstream pathway activated by the CD45, the main and specific receptor for the F subunit
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of PVL (19), does not seem neither necessary nor involved in the PVL process in hPMNs, suggesting another,
still unknown, intracellular activation and questioning about CD45 contribution during the infection.

Concerning the presence of deiminated histone H3 on NETS, different reports outlined contradictory data,
presumably because the distinction between at least two alternative forms of NETosis was not yet completely
established (40, 61, 73). In fact, during NETSs spreading, all cytoplasmic and nuclear content is understood as
exocyted in the form of a chromatin network decorated with antimicrobial proteins and peptides. Hence,
histones are an integral part of NETs. Therefore, it is not surprising to find H3-positive cells when NETosis is
established, even when the antimicrobial activity that has been attributed to histones (74-77). Nevertheless, this
antimicrobial activity could be diminished or inhibited by the citrullination. Therefore, the detection of citH3
only on PVL-induced NETSs, but not on PMA-induced NETSs (Fig. 4), agrees with previous data reporting that
“classical” antimicrobial NOX-dependent NETosis involves PKCa phosphorylation, which in turn, has been
related to the inhibition of the peptidyl adenosine deiminase 4 (PAD4), thus preventing citrullination (61).

In addition, the PVL-induced citrullination of the histone H3 is directly caused by PAD4, a calcium-dependent
enzyme found in neutrophils and belonging to a group of five isoenzymes, each bearing a tissue and cell-
specific expression. This aspect could likely relate to the rapid increase of intracellular calcium provoked by
this leukotoxin in hPMNs. Nevertheless, the inhibition of PADs does not elicit PVL NETosis (Fig. 4),
suggesting that H3 citrullination represents an event taking place after or independently of NETs extrusion. This
result is in contrast with the hypothesized role of PADs as inducers of heterochromatin decondensation and
chromatin unfolding through loss of positive charge of histones during NETosis and highlighting, therefore, a
unusual difference between PVL NETosis and other NETosis stimuli (78).

The presence of citrullinated protein during NETosis has been acutely analysed by Koenig et al. in 2016 (41),
pointing out that, in general, NETosis can be confused with other forms of DNA extrusion, which have
morphologically similar consequences in hPMNs, despite being de facto biologically different processes.
Moreover, Koenig et al. (41) described that the citrullination of a great variety of proteins, named
hypercitrullination, can be provoked with 30nM and 100nM of PVL in a culture medium containing 1.5mM
CaCly. This particular outcome could ensure a decrease in the antimicrobial activity of the chromatin network,
disabling the arginine residues, which are critical for antimicrobial action of proteins like histones, elastase or
myeloperoxidase (77, 79-81). Actually, S. aureus probably gains an advantage from this particular form of
NETosis, because it produces a potent DNAse, a catalase and a superoxide dismutase, thus allowing the
digestion of NETs while creating a local aerobic condition after getting rid of the ROS produced during

NETosis. In addition, high oxygen concentrations positively regulate PVL expression (42). Thus, SA-



611
612

613
614
615
616
617
618
619

620
621
622
623
624
625
626
627
628
629

630
631
632
633
634
635
636
637
638
639

640
641

31

expressing PVL could easily overpass neutrophil immunity, as well as providing essential nutriments for the
bacterium, represented by neutrophil debris.

Furthermore, despite the association of antimicrobial proteins and peptides to extracellular NET fibers limits
bacteria systemic spread (82), the SA DNase could induce the dissociation of these inflammatory enzymes
which would be then released in the organism. This aspect could be of particular interest in the light of the role
of citrullinated proteins in systemic autoimmunity (81, 83-90). In fact, citrullination affects conformation and
function of targeted proteins and its presence has been often associated to degenerative diseases and immunity
disruption, as in the case of Rheumatoid arthritis (RA), where antibodies against the citrullinated histone H3

represent one marker of this disease (91), but also of lupus disease (92).

Concerning autophagy, this process has been associated to NETosis (51) and found to be increased after 30min
during PVL NETosis. This observation might be linked to the release of mitochondrial ROS, which could start a
parallel autophagic process at early times after activation. In fact, superoxide radical is the main form of ROS
known to stimulate autophagy (93), while mitochondria, probably damaged by PVL, could induce an
autophagic process called mitophagy in response to their depolarization, in the attempt to get rid of defective
organelles. Conversely, recent studies have indicated that mitophagy is defective in human neutrophils, which
rather favours the expulsion of mitochondrial content and DNA in the extracellular space. Interestingly,
extracellular mitochondrial DNA presenting oxidized residues has a precise link to some auto-immune diseases,
as in the case of lupus in humans (94), reinforcing the potential connection between PVL cellular outcomes and

autoimmunity.

Finally, the mitochondrial stress provoked by the PVL (Fig. 2 K, L) indicates a partial colocalization between
the PVL and mitochondria in hPMNs (Fig. 7). Thus, this result completes the mechanism of intracellular
trafficking described by Zimmermann-Meisse et al. Besides, our images show that the nuclei of hLPMNs
exposed to 1 nM of PVL rapidly decondense, occupying almost the whole cellular space and pushing all
cytoplasmic elements towards the plasma membrane. This last cellular consequence must be taken into account
as the assumed location of PVL might be due rather to the decrease in available cytoplasm, than to a direct
effect of PVL targeting mitochondria. Nevertheless, the toxin does not remain located neither in the cytoplasm
nor inside the nucleus (23, 95), while likely it interacts with intracellular membranes. The specific physical
interaction between the PVVL and the nuclear membrane, and/or mitochondrial membrane, remains to be

assessed using the electron microscopy resolution.

In conclusion, while having revealed that no pore at the plasma membrane is formed in physiological

experimental conditions, the action of the Panton-Valentine Leukocidin may contribute to the impairment of
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human infections. In fact, we can reasonably assume that in presence of extracellular Ca?* a more complicated
process is operated by PVL, such as a NOX-independent NETosis, starting with each subunit of the toxin
binding to its specific membrane receptor. This leads to the endocytosis of the PVL into hPMNSs, causing an
early increase in intracellular Ca?* and a strong mitochondrial oxidative response, likely performed by a
potential interaction between the PVL and the mitochondrial membrane. Parallelly, the mitochondrial
involvement is sustained by the action of the xanthine oxidase, while the intracellular Ca®* provokes the
activation of the channel SK3 and PADs. The consequence of the latter is the cause of protein deimination.
Therefore, during infection, this mechanism may participate to the evasion and dissemination of SA, somehow
disrupting and producing an upheaval in human innate immune system. This disruption might have even long-

term consequences.

Very little is known about HIgCB outcomes, which is however present in 99% of S. aureus strains, as it does
provoke neither apoptosis nor NETosis or membrane permeabilization in human neutrophils per se. Further
studies will aim to complete this complex signalling process in order to evaluate the efficacity of NETosis

blockers in infectious models.
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Figure 1- figure supplement 2: PVL provokes a time-dependent NETosis in hPMNs. Freshly isolated human
neutrophils (hPMNs) were left unstimulated or exposed for 10min, 1h, 3h or 6h to 50 nM of PMA, PVL at 1nM,
0.25nM, 0.1 nM.

hPMNs were fixed with 4% PFA and stained with an anti- Neutrophil Elastase (NE) antibody and Hoechst dye to
observe chromatin and nuclei. NE-positive cells were quantified using 8 random fields of view obtained from three or

more different biological replicates. Presented is the mean with SEM.
967

968



44
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Figure 1- figure 1 supplement 3: PVL leads to MPO-decorated chromatin fibers spreading in
extracellular space. Freshly isolated human neutrophils (hPMNs) were left unstimulated or exposed
for 6h to 50 nM of PMA, PVL at 1nM or 0,25 nM. hPMNs were fixed with 4% PFA and stained with an
anti- Myeloperoxidase (MPO) antibody and Hoechst dye to observe chromatin and nuclei. MPO-
positive cells were quantified using 8 random fields of view obtained from four different biological
replicates. Presented is the mean with SEM. Groups were compared to unstimulated neutrophils using

repeated measures one-way ANOVA and Dunnett post-test, ***p <0.001, ****p <0.0001.
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Figure 1- figure supplement 3
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Figure 1- figure supplement 4: Important differences between each donor
response to PMA and the PVL. Freshly isolated human neutrophils (hPMNs) were
left unstimulated or exposed for 6h to 50 nM of PMA or PVL at 1nM. hPMNs were
fixed with 4% PFA and stained with an anti- Neutrophil Elastase (NE) antibody and
Hoechst dye to observe chromatin and nuclei. Cells of donors with different ages
had a dissimilar outcomes in response to stimuli.
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Figure 4 —figure supplement 1
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Figure 4- figure supplement 1: PAD4 inhibition fails to prevent PVL NETosis.
Immunofluorescence staining of anti-NE(green), DNA and nuclei are marked
with the hoechst dye (in blue). Human neutrophils (hPMNs) unstimulated (A
and A’) or exposed to PVL at 1 nM (B and B’), 0.25 nM (C and C’) after 6h in
the presence of 200uM of Cl-amidine.

Images marked with prime symbols (‘) on the right are close-ups of the
original corresponding image on the left marked with the same letter without
prime symbols. Blown-up areas are highlighted with a yellow dotted square on
the original image.



5 CONCLUSION GENERALE

E quindi uscimmo a riveder le stelle (« Et dés lors, nous sortimes revoir les étoiles »)

Dernier vers de I'Enfer, de la Divine Comédie de Dante Alighieri.

5.1 LaNETose et S. aureus : une offensive stratégique via la LPV ?

Deux histoires ont trouveé dans cette these leur point de rencontre : la longue histoire de la bactérie

la plus connue au monde, Staphylococcus aureus, et celle, beaucoup plus récente, de la NETose.

Effectivement, le fait que la Leucocidine de Panton et Valentine ait été longuement considérée
comme une simple, mais tout aussi dangereuse, toxine formant des pores, a contribué a créer un
scénario difficile a modifier. Cependant, si « la dose fait le poison », comme le disait Paracelse,
I’application imprudente de concentrations massives de la LPV sur des polynucléaires
neutrophiles, la fagcon de produire et purifier la leucotoxine et sa comparaison a la toxine sauvage
restent des aspects déterminants. Apres les premiers résultats qui montraient une forte nécrose
des hPMNs due a la LPV, la recherche s’est tournée vers d’autres processus plus complexes pour
expliquer la letalité induite par ce facteur de virulence, redouté aussi bien a I’hdpital qu’au niveau
communautaire. Ainsi, les études successives ont pris en compte 1’apoptose précoce comme
résultat de la présence de la LPV au foyer inflammatoire. Néanmoins, I’apoptose des neutrophiles
est présente, mais tout a fait limitée a une petite population cellulaire. De plus, une réaction plus
« violente » était censée étre causée par une toxine qui présente toutes les caractéristiques
potentielles pour former un pore au niveau membranaire, mais qui, dans des conditions
physiologiques en calcium extracellulaire, ne produisait pas le pore a la premiére membrane
disponible, la membrane plasmique. La LPV rentre a I’intéricur de ses cibles cellulaires, et
comme un cheval de Troie elle est transportée via le récepteur C5aR auquel elle reste liée pendant
un certain temps. Ainsi, la LPV se trouve & dans les hPMNs. A partir de ce moment, peu
d’informations nous sont fournies. La LPV est associée au lysosome a 20 min et ensuite a

I’appareil de Golgi, apres 80 min.

Dans ce lapse de temps, ou est-elle localisée ? Quelles conséquences cellulaires et moléculaires
a-t-elle eu sur le neutrophile humain ? Et, surtout, avec quel résultat final et dans quel but ?
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Ce travail de thése a été effectué comme ’on pourrait procéder avec une enquéte policiére.

« Preuve A » : le calcium. Pourquoi mobiliser une telle quantité de calcium intracellulaire ? Et

quel est le role de la concentration extracellulaire du méme ion, en absence de laquelle la LPV
oligomérise, forme un pré-pore et puis un véritable pore & membrane ? Le calcium apparait ainsi
comme un signal d’importance capitale pour « allumer » ou garder « éteinte » I’activité de pore-
forming.

Tout d’abord, regardons les données publiées par Tawk et collegues en 2015 (Figure 65).
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Figure 65- Résultats de I’étude des sources de calcium intracellulaire mobilisées par la LPV.

En présence de deux différents produits, le réticulum endoplasmique est préalablement vidé du calcium
intracellulaire. Le relargage de cet ion est analysé grace a la fluorescence de la sonde Fura-2, et les hPMNs sont
stimulés par I’action de la LPV. En présence de Thapsigargine ou de la lonomycine, la fluorescence du Fura-2 baisse
de maniére significative, ce qui suggére que cette leucotoxine mobilise le calcium intracellulaire notamment a partir
du réticulum. (Tawk et al. 2015)

Il est évident que le calcium est mobilisé rapidement, avec un plateau déja visible aprés 10 min
d’incubation avec la LPV. Ainsi, cet effet de la LPV sur les hPMNSs est ’une des toutes premiéres
étapes du processus qu’elle déclenche. Il est intéressant de remarquer 1’utilisation de la
ionomycine, dans le but de vider les stocks de calcium du réticulum avant la stimulation par la
LPV. La ionomycine, tout comme la calcimycine que nous avons utilisé dans nos expériences,
est un puissant ionophore calcique, et cet aspect est d’autant plus intéressant puisque la LPV agit
encore une fois de maniére tres similaire a un ionophore de ce type. La mobilisation calcique est
rapide et, étant un important messager secondaire, le calcium est impliqué dans des fonctions
capitales chez le neutrophile humain, dont la dégranulation (Kankaanranta et al. 1995).

Notamment, cet ion est responsable de 1’activité du canal SK3 et de ’activité de I’enzyme PAD4,
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a son tour responsable de la citrullination. Le SK3 et la PADA4 sont deux éléments que nous avons

pu identifier comme impliqués dans « 1’affaire LPV ».

« Preuve B » : la perméabilité membranaire a 6h. Comme déja expliqué, les travaux de

Zimmermann-Meisse et collaborateurs nous ont suggéré que le processus initié par la LPV devait
vraisemblablement se terminer avec une rupture de la membrane plasmique trés tardive. Ainsi,
nous démontrons que, aprés I’internalisation, les hPMNs commencent a montrer des
changements morphologiques qui se terminent par le relargage des filets de chromatine décorés
par ’EN et la MPO. Autrement dit, la NETose est le phénomene principal initié par une faible
concentration de la LPV. A contrario, les données sur la perméabilité membranaire de HIgCB,
I’autre leucotoxine staphylococcique prise en examen au début de cette theése, sont confirmées
par nos études sur la NETose : HIgCB se comporte differemment de la LPV, ne causant pas le

méme Processus.

« Preuve C » : la mitochondrie. Les études de Genestier et al. et de Zimmermann-Meisse et al.,

montraient une relation entre la LPV et la mitochondrie, qui pourtant était uniqguement considerée
comme faisant partie du processus d’apoptose précoce (Genestier et al. 2005; Zimmermann-
Meisse et al. 2017). Cependant, 1’association entre NETose NOX-indépendante, I’augmentation
des mtDROs et la localisation mitochondriale de la LPV nous suggérent un cadre de figure
différent ou la NETose serait un processus soutenu par les mtDROs, plutdt que par les DROs
produits par la NADPH oxydase. La LPV pourrait produire un pore a la membrane des
mitochondries, ce qui expliquerait la chute de potentiel remarquée dans les études de Genestier
et al. et de Zimmermann-Meisse et al., la production de mtDROs et ’autophagie cellulaire que

nous confirmons par nos résultats.

Le travail contenu dans cette these apporte donc de nouveaux éléments concernant le mode
d’action de la LPV. Ainsi, bien que la NETose soit considérée une réponse immunitaire, les
conséquences de la NETose a LPV ne seraient pas bénéfiques pour I’hote. En effet, le systeme
immunitaire pourrait, au contraire, étre « piégé » a son tour par une réaction des neutrophiles qui,
non seulement ne serait pas efficace contre la bactérie, en raison de la présence de la DNase et
de la catalase staphylococciques, mais qui pourrait inversement s’avérer une stratégie bactérienne
déployée afin d’éliminer et tirer profit de cette premiére ligne de défense. Cela rendrait la réponse

immunitaire tardive et permettrait une plus facile dissémination bactérienne.
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En termes thérapeutiques, ces nouvelles informations pourraient ouvrir des potentialités
pharmacologiques, si focalisées sur I’inhibition des mtDROs ou encore du canal SK3 pour
contrecarrer une infection a S. aureus LPV". En effet, la capacité de discerner entre NETose aux
fonctions antibactériennes et la NETose induite par la bactérie représenterait un avantage
thérapeutique considérable pour a la fois cibler de maniére plus spécifique le processus bactérien,
et réduire les effets néfastes dus a une éventuelle inhibition de la NETose en tant que processus

immunitaire.

5.2 Questions ouvertes et perspectives

Bien que les informations obtenues grdce a nos travaux représentent un nouveau chapitre
concernant la virulence de la LPV, un certain nombre de questions restent encore sans réponse,

tandis que d’autres interrogations sont issues des résultats obtenus pendant ce travail de thése.

En premier lieu, la leucotoxine HIgCB, qui se comporte difféeremment de la LPV, devrait faire
I’objet d’une étude a part, dans le but de collecter un nombre suffisant d’informations, et en
analysant les événements qui font partie de la NETose a LPV, comme par exemple la production
des mtDROs. En outre, I’¢tude des conséquences cellulaires des combinaisons non-canoniques
de la LPV et de HIgCB devrait étre considérée en raison du fait que HIgCB pourrait avoir un
effet cellulaire seulement si en présence de la LPV. Cette hypothése expliquerait pourquoi cette

leucotoxine seule résulte négative a tous nos tests.

Deuxiéemement, le processus de NETose causé par la LPV est malheureusement encore loin
d’étre complétement détaillé. Notamment, la voie de signalisation mitochondriale reste un point
d’interrogation, étant donné que 1’étude présente a uniquement exclu la voie empruntée par le
PMA. D’ailleurs, une importance particuliére devrait étre accordée a I’étude du CD45, le
récepteur de la sous-unité F de la LPV, dont la voie normalement activée en aval ne semblerait
pas impliquée dans le processus de NETose. Il faut noter que ce récepteur n'est pas présent a la
surface des neurones ganglionnaires, sensibles a la LPV. Cela remet également en question la

fonction de LukF-PV au niveau de la membrane plasmique.

En troisieme lieu, puisque la source majeure de calcium est le réticulum endoplasmique en ce
qui concerne la LPV, le mécanisme a travers lequel la toxine induit la mobilisation de Ca?* reste
inconnu. De la méme maniére, les évenements qui lient spécifiquement le SK3, I’XO et les

mtDROs restent a démontrer, malgré le fait que plusieurs hypothéses aient été proposées, sur la
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base de la littérature scientifique. En effet, la NETose & LPV pourrait activer le SK3 a travers
1’augmentation du calcium intracellulaire. A son tour, le SK3 aurait des conséguences au niveau
de la mitochondrie via la modulation de la concentration cytosolique en potassium. Cependant,
la localisation de la LPV a la mitochondrie ferait penser plutdt a une interaction physique entre
la leucotoxine et I’organelle, suite a laquelle les mtDROs seraient produits. Il serait d’ailleurs
trés intéressant d’évaluer le niveau de ces mémes réactifs de I’oxygene en présence d’ Allopurinol
ou ABAH, respectivement inhibiteurs de XO et MPO. Cela permettrait d’analyser 1’effet direct
de ces deux sources de DROs sur la mitochondrie, et non pas uniquement sur la production de
NETSs. Il s’agirait donc de procéder comme on a le pu faire avec le DNP, I’inhibiteur de
phosphorylation oxydative de la mitochondrie. D’ailleurs, si un pore a la mitochondrie est formé,
il faudrait le confirmer par d’autres techniques, tout en détaillant le mécanisme qui permet sa
liaison potentielle a la mitochondrie. On pourrait alors se demander si un récepteur ou une autre

cible existe a la mitochondrie pour que la formation du pore ait lieu.

Drailleurs, la citrullination des histones devrait étre considérée comme un point de départ pour
¢tudier d’autres protéines potentiellement citrullinées par la PAD4, un phénoméne appelé
« hypercitrullination » deja suggére par Konig et al. (Konig and Andrade 2016). De plus, il serait
nécessaire de considerer les conséquences auto-immunitaires de la dissemination de résidus
citrullinés due a la digestion de NETs par la DNase de S. aureus. En effet, une autre toxine
formant des pores a été precédemment reliée a des conséquences auto-immunitaires, comme
démontré dans le cas de la leucotoxine A, produite par Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(Konig et al. 2016).

Finalement, comme déja suggéré précédemment, I’utilisation d’un mode¢le cellulaire différent,
tel que le monocyte ou le macrophage, permettrait d’analyser de maniére plus spécifique les
éléments en jeu du processus initié par la LPV. Par exemple avec un tel modele il serait
envisageable d’employer des techniques de silencing ou de transfection qui remplaceraient ou
intégreraient les études par inhibition pharmacologique. Néanmoins, il faudrait d’abord évaluer
les consequences cellulaires précises que cette leucotoxine peut provoquer chez ces deux types
cellulaires. En effet, bien que les monocytes et les macrophages soient des cellules immunitaires,
tout comme les neutrophiles, elles ont des fonctions et des caractéristiques propres, a partir d’une
demi-vie beaucoup plus longue. Toutefois, il est intéressant de signaler que le processus de
NETose a été récemment décrit chez les monocytes, sous le nom de METose (Granger et al.
2017). Des études préliminaires effectués par ’EA7290 sembleraient indiquer qu’un tel
processus se produirait chez les monocytes testés en contact avec la LPV. Cela reste a confirmer,
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en élargissant également 1’étude a d’autres conséquences potentielles, telle que la pyroptose, dont

la relation avec la NETose a été récemment identifiée (Sollberger et al. 2018a).

5.3 Vue générale sur la NETose : la « femme fatale » de ’immunité

C’était I’année 2015 quand pour la premiére fois j’ai eu la possibilité de regarder a travers
I’oculaire du microscope a épifluorescence et je me suis retrouvée devant un paysage méconnu
et trés fascinant. Quand j’ai di décrire ce que je venais d’observer j’ai utilisé ces mots : « C’est

comme un réseau. Et c’est magnifique ».

Ce paysage fluorescent, qui m’est apparu comme un ciel étoilé, est I’image qui a « éclairé »
tout mon travail de thése et qui, au fur et & mesure, s’est dévoilée étre de plus en plus
inquiétante. En effet, une petite leucotoxine en trés faible concentration est capable d’avoir un
effet tellement funeste sur les neutrophiles humains que sa létalité apparait tout a fait

conséquente.
Apres 52 h du début de I’infection, le patient positif a la souche S. aureus LPV™ décrit dans la

communication personnelle de G. Prévost ne survie pas. Les enjeux liés a la compréhension du

processus provoqué par la LPV n’ont jamais cessé d’€tre incroyablement importants.

Le phénomeéne de NETose est une explication a la fois tres fascinante et trés préoccupante, qui
pourrait justifier ce mécanisme de virulence difficile a contrecarrer. Si une stratégie bactérienne
est confirmée dans les années a venir, cela montrera encore une fois, d’un point de vue
évolutionniste, comment une bactérie peut fagonner ses techniques d’invasion et ses facteurs de
virulence pour rendre inefficace et tirer profit de notre immunité. La NETose est en effet un
processus qui « ne fait pas son age ». Malgré sa découverte relativement récente, il s’agirait d’un
phénoméne hautement conservé. En effet, des €tudes indiquent des stratégies immunitaires
impliquant le relargage de chromatine chez les invertébrés ou chez les plantes (Wen et al. 2009;
Robb et al. 2014). Ainsi, en raison des multiples résistances survenues trés rapidement chez S.
aureus apres I’introduction d’un nouvel antibiotique (Figure 2), il ne serait pas surprenant que la
LPV ait été « privilégiée » par S. aureus afin de faire face aux pieges a ADN déployés par son
héte. Mais alors, est-ce réseau de chromatine réellement antibactérien, comme dans le cas

d’une NETose efficace ? Ce point reste a analyser.

Avec ce travail de thése, nous nous sommes limités a considérer une mort cellulaire alternative,

aux facettes souvent contradictoires et confuses, qui nous a poussé a nous poser des questions
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sur les événements successifs et nécessaires au déroulement du processus, ainsi qu’aux éléments
la constituant, jusqu’a nous faire « replonger » a I’intérieur du neutrophile, pour nous interroger
sur la mitochondrie, et ainsi remonter a la surface avec a la fois des résultats et des hypothéses
(Figure 66).
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Figure 66- Schéma illustrant le processus de NETose provoqué par la LPV

Nous écrivons le mot « fin » pour ce travail de thése avec des nouvelles pistes de recherche a
parcourir, afin de trouver I’approche adéquate pour traiter efficacement les infections a S. aureus

LPV™, tout en interrogeant ce méme « ciel étoilé » finalement éclairci (Figure 67).

226



Figure 67- La LPV provoque la NETose.
En vert I’EN et en bleu I’ADN. Grossissement x100, temps d’incubation=6h.
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La Leucocidine de Panton-Valentine
initie une forme alternative de NETose
qui passe par la voie mitochondriale

Résumé

Staphylococcus aureus (SA) est une bactérie commensale, mais aussi un pathogéne agressif
pouvant sécréter nombreux facteurs de virulence, dont la Leucocidine de Panton et Valentine
(LPV). La LPV est une leucotoxine bipartite appartenant a la famille des « toxines formant des
pores » qui représente un facteur de gravité dans les infections. Cependant, plus récemment
la formation d’un pore a la membrane plasmique a été démenti, alors que I’endocytose de la
LPV dans les neutrophiles humains est suivie par une tardive perméabilisation membranaire.
Ce phénomeéne représente une forme non classique de Neutrophil Extracellular Trap ou
NETose, dépendant de la production de dérivés réactifs de I’'oxygeéne mitochondriaux. Si un
pore est présent, il est vraisemblablement formé a la mitochondrie, en raison d’une partielle
colocalisation entre la LPV et cette organelle. La NETose a LPV serait alors plutot une stratégie
bactérienne pour se débarrasser de I'immunité de I’h6te et ainsi permettre la dissémination
de SA.

Mots-clés : Leucocidine de Panton et Valentine, Staphylococcus aureus, Neutrophil
extracellular trap, mitochondrie, dérivés réactifs de I’oxygene, citrullination, kinases, NADPH
oxydase-indépendant, immunocytochimie.

Abstract

Staphylococcus aureus (SA) is a commensal bacterium, but also an aggressive pathogen that
can secrete many virulence factors, including Panton and Valentine Leucocidine (PVL). PVL is
a bipartite leukotoxin belonging to the "pore-forming toxin" family, involved in the increased
severity of infections. However, more recently the formation of a pore at the plasma
membrane has been refused, while the endocytosis of PVL in human neutrophils is followed
by a late membrane permeabilization. In fact, a non-classic form of Neutrophil Extracellular
Trap process or NETosis has been identified as the main PVL outcome, depending on the
generation of mitochondrial reactive oxygen species. If a pore is present, it is likely formed at
the mitochondria, as suggested by a partial colocation between PVL and this organelle.
Therefore, the PVL NETosis could rather represent a bacterial strategy to get rid of host
immunity in order to allow the following spreading of SA.

Key words: Panton-Valentine Leucocidine, Staphylococcus aureus, Neutrophil extracellular
trap, mitochondria, reactive oxygen species, citrullination, kinases, NADPH oxidase-
independent, immunocytochemistry.
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