Liste des abréviations

AIF : Apoptosis inducing factor

Apaf-1 : Apoptotic protease-activating factor-1

ASMase : Sphingomyélinase acide

Bcl-2 : B-cell lymphoma-2

BH : Bcl-2 homology domain

BIR : Baculowial |AP repeat

BPCO : Bronchopneumopathie chronique obstructive
BPI : Bactericidal/permability increasing protein

CAPP :Ceramide activated protein phosphatase

CARD : Caspase recruitement domain

Caspase : Protéinases cystéine-aspartate dépen@zysteinyl aspartate specific protease)
DD : Death domain

DED : Death effector domain

Diablo : Direct IAP binding protein and low pl

DISC : Death-inducing signaling domains DED complex
AUy, : Potentiel trans-membranaire mitochondrial
FADD : Fas protein with DD

FLIP : FLICE (caspase-8) inhibitory protein

fMLP : formyl-Met-Leu-Pro

FRO : Formes réactives de I'oxygene

GCer : Glucosylcéramide

GM-CSF :Granulocyte/macrophage colony-stimulating factor
GSL : Glycosphingolipide

H202 : Peroxyde d'Hydrogéne

HOCI : Acide hypochloreux

Htra2 :High temperature requirement protein A2

IAP : Protéines inhibitrices de I'apoptodeH{ibitor of apoptosis protein)
ICAM-1 : Intra cellular adhesion molecule-1

IFN-y : Interférony

Ig : Immunoglobuline

IgA-Ic : Complexes immuns d'IgA

II': Interleukine

Jaks : gun activated kinases

JAM : Junctionnal adhesion molecule

LT : Leucotriene

LCer : Lactosylcéramide

LPS : Lipopolysaccharide

LTh, : Lymphocyte T auxiliaire de type 2



MAPK : Mitogen acivated protein kinase

MBP : Major basic protein

MMP : Métalloprotéase de matrice

MTP : Transition de la perméabilité membranaire
NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NF-B : Facteur nucléaireB

NSD : Neutral sphingomyelinase activation domain
NSMase : Sphingomyélinase neutre

PAF : Facteur d'activation plaquettaire

PECAM-1 :Platelet endothelial cell adhesion molecule-1
PI3K : Protéine kinase phosphatidyl-inositol-3

PK : Protéine kinase

PS : Phospholipide phosphatidylsérine

RAIDD : RIP-Associated | CH-1/CED-3-homologous protein with DD
RING : Domaine protéique "doigt a zinc"

RIP : Receptor interacting protein

SHPTP-2 : Protéine tyrosine phosphatase SH2

SM : Sphingomyéline

Smac :Second mitochondria-derived activator of caspase
S1P : Sphingosine-1-phosphate

STAT : Sgnal transducer and activator of transduction

TM : Domaine peptidique trans-membranaire

TNF : Facteur de nécrose tumoral

TRADD : TNF-R associated protein with DD

TRAFF2: TNF receptor-associated factor 2

TRAIL : Ligands similaires au TNE-induisant l'apoptose
XAF-1: X-1AP associated factor-1
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NEUTROPHILE| EOSINOPHILE
\ 3 E—
Morphologie ’ ’ <

Taille 12 -14 ym 13-16 pm

Nombre par litre de sang 20-75x18 1,3-35x 180

Formule leucocytaire 40 -75 % 1-6%
Temps de maturation dans 6 -9 jours 6 - 9 jours
la moelle osseuse

Durée de vie dans le sang 6-18h 18-26h
Durée de vie dans les tissis 6 h - quelques jours 8 -12jours
3 -7 lobes 2 - 3 lobes

Tableau |. Caractéristiques cytologiques des neutroples et des éosinophile&’'apres Walker el
Willemze, 1980 ; Giembycz et Lindsay, 1998otos : Frottis sanguin, coloration hématoxylingiée, x 1600).




INTRODUCTION @htee | — Les granulocytes neutrophiles et éosiileph

Chapitre I - Les granulocytes neutrophiles et éosinophiles

Tous les organismes vivants sont soumis a de cdastamenaces d'invasion par des agents pathogerles, t

les bactéries, les virus, les champignons et lessfias multicellulaires, qui peuvent pénétrerges bréches de la peau,
ou les revétements des tractus digestif, respieati génito-urinaire. Les Iésions tissulaires iehées a ces invasions
induisent dans un premier temps une réaction immmore spécifique appelée inflammation (qui peut @iigué ou
chronique) destinée a débarrasser I'organismeistess tmorts et des corps étrangers, a remplagmria tissulaire par
une cicatrice et, dans certains cas, a régénérisainnormal. Les granulocytes sont les premiéediales de lI'immunité
a étre recrutées au site de l'inflammation ou 'Becaimulent en grand nombre et exercent une vadétééponses
cellulaires contre les agents pathogénes. L'abaredales granulocytes dans le sang ainsi que l'efficade leur
recrutement et de leur action contre le pathogérferg une ligne de défense essentielle du systémeinitaire inné. Il
est a noter que les granulocytes sont égalemeniqids dans des maladies inflammatoires aberramiss que

l'allergie, maladies ou l'agent causal est inoffdiurham et Church, 2001).

Le réle des granulocytes a longtemps été sous-€stas reléguant le plus souvent a de simples rearqudu
degré de sévérité d'un processus inflammatoire.e@dgnt, au cours des derniéres dizaines d'annéesggard
scientifique porté a ces cellules s’est profondénmendifié grace notamment aux énormes progréssegsakn matiere
d’investigation expérimentale tant dans les donsihe la biochimie, de la biologie moléculaire diutaire que dans
celui des sciences cliniques. Des nhombreux travéalisés, il ressort désormais que les granulo®ttes particulier les
deux types majoritaires, neutrophiles et éosineghisont des cellules immunes a fonctions multipdggoupant les
caractéristiques de cellules cytotoxiques (capatdehérer des protéines cytolytiques, de proddé@s formes réactives
de l'oxygene (FRO) de cellules inflammatoires (ddpea de libérer des médiateurs de l'inflammatioes €acteurs de
croissance, facteurs angiogéniques et de remodidagéaire etc) et de cellules immunorégulatrices (capablesatber

la réponse immune).

Les granulocytes ont été découverts par I'anatengiaglais Thomas Wharton Jones en 1846 qui, emétud
comportement des cellules sanguines en milieu loypquie, a observé que certaines cellules blanaeesplies de
granules, résistaient au choc osmotique (Jones;)1&lest en 1879, aprés avoir mis au point undirtiggie de
coloration de frottis sanguins que Paul Erhlichmid& les 3 types de granulocytes : les neutr@shiles éosinophiles, et
les basophiles (Erhlich, 1879). Le tableau | regréas caractéristiques cytologiques des deux tgparulocytaires
neutrophiles et éosinophiles. Les granulocytes|eégent appelés leucocytes polymorphonucléairesapport a la
forme particuliere multilobée de leur noyau, ontaytoplasme rempli de différents types de granusfonction de
leur role et de leur apparition dans les cellulascaurs de leur différenciation, quatre classegy@ules ont été
identifiees. Les tableaux Il et IV (voir chapitr,lp. 6 et 9, relatif la fonction des granulocytespertorient, de fagon

non exhaustive, la composition des granules desaphiles et des éosinophiles.

Les granulocytes sont formés a partir d’'un proceslul’hématopoiese appelé la myélopoiése. Chemlie
adulte, la myélopoiése se déroule au niveau deokllende certains os ; les os plats du squeletrarom les cotes et le
sternum, la colonne vertébrale, le pelvis et I'éxtité proximale des fémurs. Une fois complétemeffiéréinciés, les

granulocytes sont soit libérés dans la circulatawit sont stockés dans la moelle osseuse. Ce stpcksente 15 a 20
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fois la masse des granulocytes sanguins. La mosbBeuse ne sert donc pas uniquement d’organe degian de
granulocytes mirs pour une utilisation journaligras sert également de réservoir de cellules foncélles utilisables
guotidiennement pendant environ une semaine (Dasgtceal, 1976 ; Walker et Willemze, 1980). Les granulosyte
exercent leurs fonctions au niveau des tissuss ajoe le sang ne fait qu'assurer leur transporedas lieux de
formation, de réserve et d'activité. Dans la catioh, tous les granulocytes ne se trouvent pasuspension dans le
plasma. Une partie d’entre-eux restent "sédenta@itesont temporairement exclus de la circulatian yasoconstriction
des capillaires sanguins ou, comme dans le pouraoaxemple, a la périphérie des vaisseaux, adh&idaaridothélium.
On distingue donc deux compartiments, I'un dit @iant, I'autre dit de margination. Il y a un échamgermanent entre
les cellules des 2 compartiments et il y a plus noins le méme nombre de granulocytes dans chacsen de
compartiments. Le nombre de granulocytes circuldépend des demandes tissulaires. En cas d'inflaiomat
'accumulation des granulocytes n'implique pas s8egement une augmentation de la production paoklle osseuse
mais peut étre le résultat de libération des gaywes fonctionnels depuis le compartiment de maitgn vers le

compartiment circulant (Athergs al., 1961).

|.1. Recrutement tissulaire des granulocytes

Comme il a été décrit précédemment, les granule@a®s le sang sont répartis en un pool circulamh @ool
de margination. En I'absence d’inflammation, ce Ipde margination comprend les granulocytes momemtgmt
arrétés dans les capillaires étroits des muqueysexipalement pulmonaires et digestives. Cetteentidn
physiologique dans les capillaires semble étre racgssus mécanique di a la faible déformabilitégilasulocytes et
n’'implique pas d’adhésion cellulaire a propremeariqr (Yoderet al., 1990 ; Mizgerckt al., 1996 ; Doyleet al., 1997 ;
Yamaguchiet al., 1997). Cependant la présence dans le sang deslgrgtes est temporaire. En effet, notre corpstéta
continuellement la cible d'infections et d'agressi@xtérieures, la plupart de ces cellules vontes®uver dans les
tissus. Ainsi, par exemple, on estime la conceptrdtssulaire en éosinophiles 100 fois supéri€ucelle du sang (Kato
etal., 1998 ; 2001 ; Rothenbegyal., 2001). Lorsqu’un tissu est infecté par un migrganisme ou qu’un épithélium est
placé en contact d’'une substance allergénique/pgétiique, I'événement initial du recrutement desglacytes est
I'apparition au niveau de I'endothélium des capilla avoisinant les muqueuses affectées de mokaidelhésion
induites par des médiateurs inflammatoires, tels lgufacteur de nécrose tumoral (TNF)et l'interleukine (I)-B

relachés par les tissus endommagés. Il en réqudtexiravasation locale de leucocytes.

Dans les veinules post-capillaires et les capmiade certaines muqueuses (comme les muqueusesnaires
et digestives) la lenteur du flux sanguin, encé@auite par la dilatation des vaisseaux adjacentstalnflammatoire,
permet un tatonnement cellulaire des granulocydpgelérolling, le long de I'endothélium. Les neutrophiles et
éosinophiles expriment & leur surface différengesyde molécules d’adhésion, ce qui les rend difiément sensibles
aux types de molécules d’adhésion exprimées parelasles de I'endothélium. L'expression des mdiEgsw'adhésion
par les granulocytes est inductible par différerdg®kines et autres médiateurs de l'inflammatieis (le TNFe, le
GM-CSF [Granulocyte/macrophage colony-stimulating factor], le facteur d'activation plaquettaire [PAF], ldbstance P,
les lipopolysaccharides [LPS], l'interféron [IFM]etc). Cette importante étape de sensibilisation dasiugocytes est
appeléepriming (Guthrie et al., 1984 ; Williams et Solomkin, 1999 ; Sesddy al., 2003 ; Stie et Jesaitis, 2007).

L'expression des molécules d'adhésion a la sudeseellules endothéliales est également variabferetion du type
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Figure 1. Schéma représentant la cascade d’adhésiongdeeutrophiles a I'endothélium
(ax By : type d'intégrine).
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de tissus enflammés et du type de réaction inflatminga (allergique, bactérienne, virale ou parasjailLe schéma
proposé en figure 1 montre, en exemple, la casdadiésion des neutrophiles a I'endothélium. L’étaerolling est
réalisée grace a des sélectines-L exprimées aaingtinent a la surface des granulocytes et destsde-P et -E
nouvellement exprimées a la surface des celluldsthgliales adjacentes au site inflammatoire. l&sctines-P et -E
interagissent avec des ligands carbohydratés sitwuésmmet des microvillosités des granulocytesofiglet al., 1995 ;
Teixeiraet al., 1995 ; Wardlawet al., 1995 ; Knol et Roos, 1996 ; Steegmagenl., 1997). Ces interactions sont de
faible affinité et sont rapidement détruites saitex forces produites par la circulation sanguines granulocytes sont
donc simplement ralentis et "roulent” & la surfdeel’endothélium. Les ligands carbohydratés sitadssommet des
microvillosités des granulocytes peuvent en plustefagir avec les ligands endothéliaux étre liéslps sélectines-L
d’'autres granulocytes leur permettant ainsi deetosilir des granules adhérents a I'endothélium zegt al., 1994 ;
Alon et al., 1996). Ce second tatonnement pourrait agir errgy@ avec le premier pour augmenter I'accumulation

granulocytaire au niveau des endothéliums du isiterhmatoire.

Au niveau du site inflammatoire, I'endothélium deapillaires produit des substances chimio-attraetan
communes ou spécifiques aux neutrophiles ou/etémsinophiles. Le tableau V (voir chapitre 1.2.2,10, relatif a
l'immunocpmpétence des granulocytes) , relatiirmmfunocompétence des granulocytes) répertorie deeneanon

exhaustive les chimiokines communes et spécifiquesdeux types granulocytaires.

Ralentis par lerolling, les granulocytes se fixent et adhéerent aux esléndothéliales par établissement
d'interactions de plus forte affinité entre de®gmninesBl et 2 exprimées pas les granulocytes et des endothgéline
telles que ICAM-1 Intracellular adhesion molecule-1), exprimées a la surface des cellules endothéligananiet al.,
1988 ; Smith, 2000). Une fois les interactions gnitdes-endothélines fixées, les granulocytes césdenrouler et
adhérent a la surface de I'endothélium. A ce momient cytosquelette se réorganise et les cellslé®ndent a la
surface de I'endothélium qu’elles s’apprétent &draer. Ce mécanisme de transmigration plus commentgappelé
diapédése s’effectue principalement au bord désleslendothéliales Ia ou des discontinuités destjons serrées, liées
a linflammation, sont observées. Cependant, Emesation requiert des modifications des jonctiadbérentes
intercellulaires de I'endothélium. Le passage dedetie baso-latérale a la partie apicale de lalteépithéliale, qui
représente souvent plus de deux fois la taille diamulocyte, implique une série complexe d’évémamd’adhésion et
de dé-adhésion induits par des forces mécaniquesigtio-attractantes. Deux molécules d’adhésiotulete sont
impliguées dans la transmigration des granulocyRSCAM-1 Platelet endothelial cell adhesion molecule-1) et JAM
(Junctionnal adhesion molecule). PECAM-1 est exprimé tant par les granulocyteagumiveau des jonctions entre les
cellules endothéliales et favorise I'extravasatides granulocytes par des interactions homophiligBECAM-
1/PECAM-1. JAM est quant a lui uniguement présennaeau des jonctions serrées de I'endothéliumbZé al.,
1999 ; Smith, 2000).

Les granulocytes se déplacent par haptotaxie,-&'dste en suivant un gradient de substances chimio
attractantes immobilisées sur les fibres de laiomgxtracellulaire plutét que solubles. Les granyles migrent dans le
tissu selon un processus en plusieurs étapes répbadune source d'agonistes puis a une astrela migration
granulocytaire a travers la matrice extracellulaiseassurée par des intégrines de §fhef2, $83 et les récepteurs a la
laminine, a la fibronectine et a la vitronectinesGécepteurs initialement séquestrés dans lesllgsasont rapidement

exprimés a la surface des cellules dés qu’un stisnchimio-attractant est percu par la cellule (Batoket al., 1995 ;
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Hendeyet al., 1996 ; Roussedt al., 1997 ; Loikeet al., 1999). La locomotion granulocytaire implique rhation
continue de nouveaux contacts adhésifs a I'avantadmellule alors qu'a l'arriére la cellule doit sétacher de son
substrat (Lauffenburger et Horwitz, 1996). Dansndebreuses maladies inflammatoires, les granuledjtéssent par
migrer a travers un épithélium polarisé pour s'acaler & la surface luminale de cet épithélium ($amo et Gleich,
1994 ; Lukacst al., 1995 ; Parkos, 1997 ; Erjefattal., 2004).

|.2. Fonction des granulocytes

D’un point de vue patho-physiologique, les granyles sont, avec les macrophages, les cellulesnsdies de
'immunité non spécifique. Leur recrutement au diéel'inflammation et leur activation subséquentenécessite pas de
reconnaissance préalable du pathogéne par detesgliiésentatrices d’antigéne. Bien que la digtncgntre les roles
spécifigues de chacun des deux sous-types granaley ne soit pas clairement définie, les neuitephsont
généralement impliqués dans la défense de I'organisontre des pathogénes unicellulaires de tailtzométrique
(bactéries, amibes, leishmanief;), alors que les éosinophiles, leur réle seraitostirde lutter contre les organismes
parasites pluricellulaires (helminthes). En effeta été constaté qu'une hyper-éosinophilie sysgémmiainsi qu’'une
concentration sérique en immunoglobuline (Ig) E amante étaient associées aux infestations parasitde type
helminthoide. De plus, il a été démoniméiitro, par des expériences de cytotoxicités dépendardatiabrps vis-a-vis
de larves de parasites, que les éosinophiles éterssaires a leur élimination, en particuliestade larvaire, c’'est-a-
dire lorsque les parasites sont les plus infect{@adulfieldet al., 1980 ; Sheet al., 1990 ; Gounnét al., 1994 ; Taverne
et Bradley, 1998 ; Meeusen et Balic, 2000 ; Domlicavet Capron, 2001). Les maladies parasitairestitaent toujours
un grave probléeme de santé publique essentielledard les pays en voie de développement. Les giatak et en
particulier les éosinophiles sont également im@gdans le développement d'inflammations a composdiergique

telles qu'observées dans I'asthme ou la rhinigegidjue (Busse et Lemanske, 2001 ; Nathan, 2007).

I.2.1. Fonction cytotoxique des granulocytes

Pour assurer leur réle de cellules effectrices 'damunité, les granulocytes ont développé diffé&sent
mécanismes pour détruire les pathogéenes. En fondiola taille et de I'abondance du pathogénegrimsulocytes ont
plusieurs modes d'action. Si le pathogene estiltke risicrométrique, les granulocytes auront la @dtgade l'internaliser
et de le détruire "proprement" par phagocytosepfoeessus permet d'éviter la libération dans léemiéxtérieur de
molécules pouvant occasionner des dégats a I'h&eceurager le processus inflammatoire. Par cpsitle pathogene
est de trop grande taille ou trop abondant, lesudogytes libéreront, par un mécanisme dit de "aéglation”, le
contenu de leurs granules dans le milieu extrdediu Les mécanismes cytotoxiques peuvent étreerdfgnts de
l'oxygéne ou non. Chacun des deux sous-types aeilgytes en fonction de leurs particularités ingéiques réagiront
differemment. Les neutrophiles ont une activité gatytaire beaucoup plus importante que les éositegphCeux-ci

exercent préférentiellement leur r6le cytotoxiqae gifférentes formes de dégranulation.
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[.2.1.1. Fonction cytotoxique du neutrophile

1.2.1.1.1. La phagocytose

Le terme "phagocytose" est réservé au mécanismegabiion de particules de tailles supérieures au
micrométre. Le processus d'internalisation est fioncde la taille des particules, et le processipliagocytose differe
clairement de celui de I'endocytose, lequel petiiméérnalisation de matériel soluble de tailleénéure au micrometre.
Le phénomeéene de phagocytose a été observé, pquerzére fois par Ilya Mechnikov dans les annéed18ur les
larves d’'étoiles de mer, dont certaines cellulagét capables d’ingérer une substance étrangéb&ddnent introduite
dans ces organismes. Il étendit ensuite ses étudesrganismes supérieurs et fut le premier a aicapacité des
cellules blanches du sang des vertébrés a migrerdes sites infectieux et a ingérer et détruieleetéries vivantes. Il
conclut alors que la phagocytose était sans dautecaractéristique essentielle pour la défensehdeel (Weissmann,
1988).

La premiére étape de la phagocytose est la recssaraie par le neutrophile de sa cible. Il peuetamnaitre
directement en interagissant avec des motifs mtzi&es exprimés a la surface de la cible qu'il ¢dée comme
étrangers. Par exemple, les peptidoglycanes pmoguzt les bactéries Gram positives ou les LPS génpar les
bactéries Gram négatives sont reconnus par le ophile comme étant des molécules étrangeres. Capgnth
reconnaissance et I'ingestion des cibles par legroghiles sont fortement augmentées si cellesi epsonisées par
des protéines du sérum de I'héte, tels que les@ps spécifiques ou des fragments du compléméntetaction entre
les ligands et les récepteurs de surface des s tels que le CD14 (Worthehal., 1992) ou les récepteurs Toll-
like (TLR ; Toll-like receptors) (Kurt-Joneset al., 2002) induit des réponses cellulaires spécifiq@es interactions
provoquent les modifications de la membrane et ylosquelette menant a I'encerclement de la ciblaisMelles
contribuent également au processus de dégranylatianibération d’enzymes cytolytiques, a I'aation de la flambée
oxydative et a I'activation des voies métaboliqgunenant a la génération des médiateurs de l'inflatiomgStuart et
Ezekowitz, 2005). Suite a la reconnaissance desicpias, 'internalisation se réalise par une irmagion de la
membrane cytoplasmique couplée a une extensioralatée celle-ci en pseudopodes grace a une réesagan du
cytosquelette et a la polymérisation orientée tenients d’actine. Par un mécanisme proche de d&lne fermeture
éclair, les pseudopodes progressent le long deaticple par fixation en chaine de récepteurs mandires du
neutrophile aux structures antigéniques expriméks surface de la particule cible. Les pseudopditéssent par se
rencontrer et fusionnent pour former une vésicule phagosome (Silversteit al., 1997 ; Gagnoret al., 2002 ;
Swanson et Hoppe, 2004 ; Stuart et Ezekowitz, 2006¢ fois formé, le phagosome fusionne avec dasuigs, les

lysosomes, pour former le phagolysosome.

1.2.1.1.2. Mécanismes cytotoxiques indépendant$ale/gene

Le neutrophile posséde plusieurs mécanismes ofgddtnon oxydatifs pour détruire et éliminer lestigules
pathogéniques ingérées. Les mécanismes non oxydsiifit exécutés principalement par des polypeptaids
microbiens qui résident pour la plupart dans laslm@ux granules cytoplasmiques de la cellule gtaeticulier dans les

granules azurophiles. Ces molécules bloquent ldimaxde enzymatique des pathogenes. Agissant cuajoent avec



