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1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Résistance aux antibiotiques, infections hospitalieres, conséquences post-opératoires, implantation de
prothéses... La réputation du « Staphylocoque doré » n’est plus a faire car fortement relayée par les
médias. Alors, largement sensibilisé par les journaux télévisés et les émissions de vulgarisation
scientifique, le public, au méme titre que le personnel soignant, redoute cette bactérie inquiétante. Car
Staphylococcus aureus, de son nom scientifique, n’est pas seulement responsable d’infections
nosocomiales (contractées a 1’hopital), mais il est trés souvent résistant & de nombreux antibiotiques, ce

qui entraine nombre de difficultés de traitements.

1.1 GENERALITES

Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram positif de la famille des Micrococcaceae, observé des
1880 par Alexander Ogston. C’est lui-méme qui désigna cette bactérie sous le nom de Staphylococcus
a partir de la racine grecque « Staphyl» qui signifie « grappe de raisin ». En effet, a 1’observation
microscopique, S. aureus apparait sous forme de coques, isolées ou en amas (Figure I.1). La désignation
« aureus », elle, vient de la coloration particuliére des colonies qui sont dorées lorsqu’elles croissent sur

milieu solide. La bactérie se distingue également par sa coagulase, sa capacité a fermenter le mannitol

et sa positivité au test désoxyribonucléase (Lowy, 1998).

Figure 1.1 — Observation au microscope électronique de S. aureus
Source http://www.micronaut.ch/shop/staphylococcus-aureus/.

Il s’agit d’une bactérie anaérobie facultative, mésophile (croissance optimale a 37°C), neutrophile (pH
optimal de 7) et halophile (> 5% de NaCl). La paroi cellulaire se compose pour moitié de
peptidoglycane qui s’associe a I’acide téichoique, un autre constituant majeur, et a I’acide lipotéichoique

qui se lie par son ancre glycolipidique (Lowy, 1998).
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Afin de croitre et de coloniser son hote, S. aureus dispose de nombreuses protéines régulatrices qui lui

permettent d’assurer la transcription de ses génes. C’est le cas du quorum sensing.

LE QUORUM SENSING : C’est un mécanisme de régulation des genes a deux composés, basé sur la
densité cellulaire et D’environnement extracellulaire. En résumé, il s’agit d’un systéme de
communication entre les bactéries. Son principe repose sur la sécrétion d’un peptide auto-inducteur
(PAI) dans le milieu externe qui, en s’accumulant pour atteindre une concentration seuil, va permettre

I’expression de certains génes de maniére simultanée chez toute la population de bactéries.

Le systeme Agr (Accessory gene regulator) est le quorum-sensing majoritaire chez S. aureus et se
compose des transcrits ARNII (opéron agrBDCA) et ARNIII (régulation des génes de virulence) (Le
and Otto, 2015; Otto, 2013). L’opéron agrBDCA code quatre protéines : AgrB, AgrD, AgrC et AgrA.
Le précurseur du peptide auto-inducteur est ArgD qui va étre maturé par I’endopeptidase membranaire
AgrB ; celle-ci est responsable de 1’ajout d’une thiolactone, du clivage de la région C-terminale et de
I’export vers le milieu extérieur. Le PAI va s’accumuler dans le milieu extérieur de la bactérie jusqu’a
atteindre une concentration seuil. Lorsque cela se produit, le PAI va se fixer sur AgrC, une histidine
kinase membranaire, ce qui va entrainer une cascade de phosphorylations, résultant en 1’activation de

AgrA. Enfin, la protéine AgrA se lie aux promoteurs de ARNII et ARNIII pour induire leur transcription.

LE GENOME ET LES ELEMENTS GENETIQUES MOBILES : Le génome de S. aureus est un
chromosome circulaire d’environ 2 800 kb (Lowy, 1998). Il contient tous les génes nécessaires a la
survie (métabolisme, réplication...). De nombreux éléments génétiques mobiles completent I’ADN, et
participent a I’adaptation de la bactérie a son environnement (résistance, virulence...). On retrouve des
séquences de prophages, des transposons, des ilots de pathogénicité, des plasmides et des cassettes
chromosomiques staphylococciques. Ils peuvent étre transmis horizontalement ou verticalement

(Alibayov et al., 2014; Malachowa and DeLeo, 2010) :

e Les plasmides : Ce sont des molécules d’ADN auto-réplicantes de petite taille (5 kb a 60 kb),
S. aureus peut en posséder plusieurs différents par cellule. Ils conférent la résistance a la
pénicilline (blaZ, blal, blaR1 pour la béta-lactamase), a la vancomycine (vand) ou encore a
certains métaux comme le cadmium (CadA,B et CadD,X) et le mercure (opéron mer), et ils
peuvent également coder des toxines comme ETB (pETB, pRW001).

e Les bactériophages : Il s’agit de prophages qui s’inseérent dans le chromosome de 1’héte ou
dans un plasmide, de taille variée allant de 10 a 45 kb. Ils codent des facteurs de virulence :
entérotoxines, Leucocidine de Panton et Valentine (pSa2mw, pPVL108, pSa2, pSa2USA300,
@SLT, pPVL, pSLT-USA300 TCH1516, ptp310-1, p2958PVL), toxine exfoliative A (pETA,
@ETA2, pETA3), inhibiteur du systéme du complément comme SAK (15 ¢), SCIN (13 ¢) ou
CHIPS (12 ¢)...
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e Lesilots génomiques et de pathogénicité : Ce sont des éléments génétiques mobiles distincts
sur le chromosome des bactéries a Gram positif et négatif, d’environ 14 a 17 kb. Ils codent
certaines entérotoxines (ex : SEG, SEI, SEM, SEN, SEO : vSAP), I’Hémolysine a (vSAy),
LukE/LukD (vSAP) ou encore TSST-1 (SaPI1, SaPI2, SaPIbov1, SaPI3, SaPIn1/m1).

e Les cassettes chromosomiques staphylococciques : Il s’agit d’un fragment d’ADN de 0,1 a
34 kb qui s’insére dans le chromosome de S. aureus, lui conférant la résistance aux antibiotiques
(méthicilline : SCCmec) et d’autres facteurs de virulence (polysaccharide capsulaire :

SCCcapl).

1.1.1 Les pathologies associées

Trente pour cent de la population est porteuse saine de S. aureus au niveau des zones humides de la peau
comme le périnée, I’intérieur des poignets, la base du cou, les aisselles ou le nez. En cas de bactériémie,
le risque de mortalité est inférieur parmi les porteurs sains par rapport aux non porteurs (Rasigade and
Vandenesch, 2014). Toutefois, lors d’une rupture de la barriére épithéliale ou d’un bouleversement de
I’équilibre immunitaire, la bactérie peut devenir pathogeéne et causer de nombreuses pathologies

affectant I’ensemble du corps (Chessa et al., 2015; Tong et al., 2015) :

e Systéme vasculaire et ceeur : bactériémie, septicémie, endocardite.

e Peau et tissus mous : impétigo, abces, fasciite nécrosante, pyomyosite, panaris.

e Os et articulations : ostéomyélite, arthrite septique.

e Systéme respiratoire : pneumonie nécrosante, infections pleuropulmonaires.

e Systéme nerveux : méningite, abces.

e Systéme digestif et urinaire : intoxication alimentaire, infection urinaire, pyélonéphrite.

e Matériel médical implanté : infection sur prothéses, cathéter, valve artificielle, drains...

S. aureus est la cause la plus commune des infections acquises a 1’hopital avec E. coli et P. aeruginosa
(Grumann et al., 2014), ce qui est particuliérement préoccupant en raison du nombre croissant de
souches résistantes aux antibiotiques, comme celles a la méthiciline (Staphylococcus aureus Résistant a
la Méthicilline : SARM) (Foster, 2004). Pres de 90 % des souches de S. aureus sont résistantes a la
pénicilline, car la bactérie a acquis une pénicillinase (Batard et al., 2005; Malachowa and DeLeo, 2010).
Les SARM sont résistants a tous les antibiotiques du groupe béta-lactamine, ils émergent au début des
années soixante pour devenir un probléme de santé publique dans les années quatre-vingt (Rasigade and
Vandenesch, 2014). Dans certaines régions d’Afrique, plus de 80 % des souches sont résistantes a la
méthicilline tandis qu’en France cela concerne 29 a 38 % des souches hospitalieres et 11 a 15 % des

souches communautaires (Batard et al., 2005; Chessa et al., 2015).

1.1.2 Traitements et vaccination

Responsable de 15 a 23 % des bactériémies a 1’hdpital en France, le traitement repose principalement

sur la prise en charge du choc septique, le traitement chirurgical de la zone d’entrée ou des foyers
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septiques et sur une antibiothérapie (Batard et al., 2005). Le traitement de premiére intention d’une
souche résistante est 1’utilisation de glycopeptides comme la vancomycine, mais il existe également une
résistance a cet antibiotique par le géne vanl probablement transféré d’ Enterococcus spp. Le linézolide
est également utilisé, il est bactériostatique, mais un nombre croissant de souches sont devenues
résistantes. En France, c’est aussi le cas de la rifampicine car une grande partie des souches sont
devenues insensibles (Batard et al., 2005). La daptomycine est un antibiotique de la nouvelle classe des
lipopeptides et a une activité bactéricide rapide, il est utilisé en recours lors d’une infection par un

SARM, car il n’a pas de résistances croisées avec les autres classes d’antibiotiques (Alder, 2008).

Le développement de vaccins est une piste étudiée pour lutter plus efficacement contre S. aureus, comme
il en est aussi question pour Neisseria meningitidis ou Streptococcus pneumoniae. Ces vaccins devraient
permettre une réponse immunitaire efficace. Des essais de vaccins dirigés contre S. aureus ont été menés
avec une sélection efficace des antigénes et les phases pré-cliniques sur les animaux ont été passées.
Pourtant, en phase clinique, les vaccins n’ont pas montré de résultats satisfaisants. Les raisons de cet
échec peuvent étre le nombre ¢levé d’antigénes différents & la surface de la bactérie ainsi que la
redondance dans ses facteurs de virulence, aux fonctions comparables mais d’une antigénicité différente
(Rasigade and Vandenesch, 2014). De plus, la majorité de la population posséde une immunité anti-S.
aureus. En effet, il s’agit d’un pathogéne commensal ayant une stratégie d’inhibition des défenses
immunes trés développée car il cible la premicre ligne de cellules immunitaires. Enfin, le vaccin
nécessite plusieurs semaines pour construire une immunité opérationnelle, ce qui n’est pas compatible
avec une infection nosocomiale. Il faudrait cibler plus précisément les lymphocytes T qui peuvent
induire rapidement la sécrétion d’anticorps apres une seule immunisation, surtout lorsque 1’antigéne est
couplé avec un ligand comme les Toll-Like Receptor (TLR) (Rasigade and Vandenesch, 2014; Wang et
al., 2015; Yeaman et al., 2014; Yu et al., 2014).

1.1.3 Biofilms et cycle de vie de la bactérie

S. aureus peut adopter différents états pendant son cycle de vie. La forme planctonique permet a la
bactérie de disséminer et de coloniser 1’organisme hote au moyen de facteurs comme les adhésines. La
forme sessile, quant a elle, adhére a une surface organique ou non, afin de former un biofilm capable de
protéger la colonie du systéme immunitaire et des antibiotiques. Un biofilm se définit par une
communauté de microorganismes fixée a un substrat et qui sécréte une matrice extracellulaire de
polymeéres. La plaque dentaire en est un exemple. Fréquemment, les biofilms colonisent le matériel
médical comme les cathéters, les valves artificielles ou les prothéses. Ils jouent un réle important dans
le développement des infections nosocomiales. Les biofilms & S. aureus ne semblent pas associés a
d’autres espéces et il serait méme rare de trouver plus d’une souche dans I’infection (Otto, 2008). Ceci

serait d{i au quorum-sensing qui inhibe 1’expression des facteurs de virulence d’autres especes.

Dans un modé¢le de biofilm in vitro, quatre états se distinguent chez S. aureus : croissance anaérobie,

fermentation, dormance (persistance et faible croissance) et mort (Archer et al., 2011). Afin de garantir
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I’intégrité des bactéries, la matrice extracellulaire permet la séquestration et la concentration des
nutriments (carbone, phosphate...), mais également 1’évasion du systéme immunitaire et des

antibiotiques pour que la bactérie puisse proliférer et disséminer.

Le biofilm comporte trois phases : attachement, maturation et détachement (Figure 1.2) (Archer et al.,

2011; Mootz et al., 2015; Otto, 2008, 2013) :

ATTACHEMENT : Sur des surfaces abiotiques (ex : matériel médical, plastique...), 1’attachement est
dépendant des caractéristiques du matériel et de la surface des bactéries (acide téichoique, autolysine),
et se fait par des liaisons hydrophobes ou des interactions électrostatiques. Sur des surfaces biotiques
(ex : tissus humains), le mécanisme est différent et les interactions plus spécifiques, comme avec
I’expression de la protéine ancrée a la surface Microbial Surface Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules (MSCRAMM). Une douzaine de MSCRAMM est exprimée avec la capacité de lier
les protéines de la matrice extracellulaire, par exemple le fibrinogéne (coagulation et stimulation de
I’angiogenése) ou la fibronectine (adhérence des cellules). Ils font partie des facteurs d’adhésion de la
bactérie qui sont liés covalamment a son peptidoglycane, nommés également Cell Wall-Anchored
(CWA) (Foster et al., 2014). Pas moins de 24 CWA peuvent étre exprimés par S. aureus et ils sont
retrouvés également chez d’autres staphylocoques comme ceux a coagulase négative (Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus lugdunensis), mais en plus faible nombre. La variété des CWA chez
S. aureus est relativement limitée, cependant chaque molécule peut avoir plusieurs roles et il y a
¢galement une certaine redondance entre ces facteurs d’adhésion. Ces CWA sont classés en famille par

leur structure et les MSCRAMM en sont une.

MATURATION : C’est le processus d’adhésion qui lie les bactéries ensemble pendant la prolifération.
1l s’effectue grace au Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA), un exopolysaccharide indispensable
a la formation du biofilm qui permet I’adhésion. Le PIA et d’autres polymeéres comme 1’acide téichoique
forment la matrice extracellulaire, agissant comme une glue chargée positivement qui adhére aux
cellules chargées négativement. De plus, cette charge positive de la matrice empéche 1’action des
peptides antimicrobiens cationiques. La structuration du biofilm permet une apparence
tridimensionnelle des biofilms matures avec une forme caractéristique en champignon. Entre ces
structures en champignon, des canaux de fluides permettent la délivrance de nutriments dans les

différentes couches du biofilm.

DETACHEMENT : C’est I’étape cruciale pour la dissémination de la bactérie vers d’autres sites de
colonisation. Les facteurs participant au détachement sont : des forces mécaniques (flux sanguin), I’arrét
de la production du matériau du biofilm (exopolysaccharide) et des enzymes ou des surfactants

détruisant la matrice. Ce mécanisme semble étre controlé par le quorum-sensing Agr.
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Figure 1.2 — Etapes de formation d’un biofilm

L’augmentation de la mortalité cellulaire dans I’hote influe également sur le biofilm. En effet, le
relargage d’ADN apres la lyse de la cellule hote permet de lier des molécules de la matrice (PIA, acide
téichoique...) et peut contribuer au développement du biofilm (Otto, 2008). De plus, la résistance accrue
aux antibiotiques dans les biofilms est due a leur diffusion limitée, aux répulsions électrostatiques ou a

la séquestration des antibiotiques par les polymeéres de surface.

1.1.4 Vers I’évasion du systéme immunitaire

Staphylococcus aureus est une bactérie sécrétant une grande quantité de molécules qui vont faciliter sa
dissémination a I’intérieur de 1’hote, mais également sa virulence. Elle cible majoritairement les cellules
du systéme immunitaire afin d’éviter la réponse lymphocytaire : systéeme du complément, phagocytose,

sécrétion de peptides antimicrobiens...

LE SYSTEME DU COMPLEMENT : Composé de 35 protéines circulantes dans le sang et sécrétées
principalement par le foie, le systéme du complément est un composant majeur de I’immunité innée. Il
permet la destruction d’agents infectieux, I’¢limination des complexes immuns et la réponse

inflammatoire. Le systéme du complément connait trois voies d’activation distinctes (Figure 1.3) :

o Lavoie classique : Elle est initi¢e par la fixation de C1q au fragment Fc des immunoglobulines
et permet la formation de la C3 convertase classique.

e La voie des lectines : Activée par les structures carbohydrates des microorganismes comme le
mannose, elle permet grice a la Mannan Binding Lectin (MBL) de former la C3 convertase

classique.
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e La voie alterne : Certaines molécules comme le LPS des Gram négatifs ou tout simplement les
Gram positifs, les virus ou des cellules mutantes, vont permettre a C3b de s’associer avec Bb,

formant ainsi la C3 convertase alterne.

Une fois la C3 convertase formée, classique ou alterne, celle-ci peut cliver le C3 en C3a et C3b.
L’association du C3b avec la C3 convertase forme la C5 convertase, classique ou alterne, qui peut alors
cliver le C5 en C5a et C5b. Le C5a est une anaphylatoxine qui se lie au C5aR et au C5L2 pour activer
la cellule tandis que le C5b forme, avec C6, C7, C8 et C9, le Complexe d’ Attaque Membranaire (CAM)
permettant la lyse de la cellule. Le systéme du complément permet également, par la libération de ses
anaphylatoxines (C3a, C5a...) entre autres, de potentialiser I’inflammation et d’aider a la clairance des

pathogenes en lisant la cellule. Il a également un réle de chimioattraction et d’opsonisation.

La régulation se fait par le facteur H qui contrdle la dissociation de la C3 convertase alterne, mais
également par le facteur I qui dégrade C3b. De plus, le Decay Accelerating Factor (DAF) inhibe les
convertases C3 et C5. Enfin, le CAM est sous le contrdle de la protéine S et de CD59 qui empéchent la

formation du complexe sur la membrane et la polymérisation de C9.
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Figure 1.3 — Systéme du complément

Trois voies d’activation différentes permettent d’activer le systéme du complément. 1) Voie classique. Apres I’association de
Clq au fragment Fc, il va y avoir une activation de deux estérases associées a Clq, Clr et Cls. Cls clive les peptides C2 et C4
qui se trouvent dans le plasma en deux sous-unités : C2a, C2b, C4a et C4b. Le C4b ainsi formé va s’associer au C2a pour
former la C3 convertase classique. 2) Voie des lectines. Les mannoses a la surface des pathogénes vont s’associer a la MBL
(Mannan Binding Lectin) qui est liée a des estérases clivant le C2 et le C4. De méme que dans la voie classique, le C2a et le
C4b s’associent pour former la C3 convertase classique. 3) Voie alterne. Certains pathogénes vont permettre au C3b de se lier
au facteur B qui peut alors étre clivé par le facteur D circulant en Ba et Bb. Bb peut alors s’associer a C3b pour former la C3
convertase alterne. La C3 convertase permet le clivage de C3 en C3a et C3b. C3a est une anaphylatoxine se liant au C3aR et le
peptide C3b va s’associer a la C3 convertase pour former la C5 convertase pour le clivage de C5. Le C5a est une autre
anaphylatoxine qui se lie a C5aR et C5L2. C5b s’associe a C6, C7 et C9 tandis que C9 se polymérise pour former un pore
transmembranaire, autrement nommé le complexe d’attaque membranaire (CAM).

S. aureus sécréte un certain nombre de facteurs inhibant le systéme du complément. Ainsi, la Staphylokinase (SAK) et la
protéine A inhibent la voie classique et la Extracellular fibrinogen binding protein (Efb), la voie alterne. Le Staphylococcal
Complement Inhibitor (SCIN) empéche 1’action des C3 convertases. Enfin, le Staphylococcal Superantigen-Like 7 (SSL7)
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prévient le clivage du C5 ; le SSLS5 et le Chemotaxis Inhibitory Protein of Staphylococcus aureus (CHIPS) empéche le C5a de
se fixer sur son récepteur, le C5aR.

=> Evasion du systéme du complément : S. aureus sécréte un large panel de facteurs de virulence

permettant d’inhiber le systéme du complément (croix rouges, Figure 1.3) (de Haas et al., 2004;
Jongerius et al., 2010; McGuinness et al., 2016; Serruto et al., 2010; van Wamel et al., 2006) :
Le Chemotaxis Inhibitory Protein of Staphylococcus aureus (CHIPS) est une protéine inhibant la
chimioattraction des neutrophiles et des monocytes, ainsi que la phagocytose, en antagonisant
directement le C5aR et le Formyl Peptide Receptor (FPR). Le géne codant CHIPS est localisé sur un
bactériophage qui code également le Staphylococcal Complement Inhibitor (SCIN), la Staphylokinase
(SAK) et les entérotoxines A et P. SCIN inhibe la C3 convertase et la phagocytose alors que SAK
détache le C3Db de la surface de la bactérie dans la voie alterne, tout comme la Extracellular fibrinogen
binding protein (Efb). Le Staphylococcal Superantigen-Like 7 (SSL7) prévient le clivage de C5, alors
que le SSL5 se lie au C5aR pour empécher la fixation du C5a sur son récepteur. La protéine A est
ubiquitaire et fait partie des CWA : elle lie la partie Fc des immunoglobulines. Les anticorps ainsi fixés
ne peuvent plus interagir avec le récepteur des IgG qui reconnait le fragment Fc. La conséquence en est
une inhibition de I’opsonisation et donc de la phagocytose. La protéine A se fixe également aux
lymphocytes B et inhiberait la réponse mémoire du systéeme immunitaire. De plus, ce facteur de
virulence a une action pro-inflammatoire, comme cela a été montré dans un modele de pneumonie a
staphylocoque sur souris, car la protéine A se lie au Tumour Necrosis Factor Receptor 1 (TNFR1) sur

1”épithélium pulmonaire.

Il y a des homologies de séquence entre plusieurs de ces facteurs, CHIPS est composé d’une hélice a
entourée de quatre feuillets  anti-paralleles ; ce motif est également présent dans la partie C-terminale
de SSLS5 et SSL7 (Bestebroer et al., 2007). La famille SSL a des similarités avec les superantigenes des
staphylocoques et des streptocoques. Cette famille se compose de 7 a 11 SSL différents pour les

staphylocoques et présente des homologies de séquence variant de 36 % a 67 %.

LA PHAGOCYTOSE ET LES PEPTIDES ANTIMICROBIENS : Les cellules phagocytaires sont
les macrophages, les monocytes et les neutrophiles (Doherty and McMahon, 2009). La reconnaissance
des pathogeénes se fait par les récepteurs Pattern Recognition Receptors (PRR) (ex : TLR) et ceux a
I’opsonine. Ils lient les Pathogen-Associated Molecular Pattern (PAMP) et permettent la surveillance
immunitaire. Quand un microorganisme est opsonisé par le systéme du complément, il est phagocyté
dans la cellule dans une vésicule appelée phagosome (Gordon, 2016). Ensuite, le phagosome va
fusionner avec un lysosome pour former un phagolysosome, afin d’aboutir a la dégradation de son
contenu griace au pH acide et aux enzymes lysosomiales. Au cours de la phagocytose, la NADPH
oxydase est activée et produit les dérivés réactifs de 1’oxygene (DRO). De plus, les neutrophiles
contiennent des granules de sécrétion qui fusionnent également avec le phagosome. La bactérie se trouve

ainsi en contact avec des peptides antimicrobiens (PAM) qui sont la premicre ligne de défense de
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I’immunité innée de la peau humaine. Deux groupes se distinguent chez I’homme : les défensines et les
cathélicidines. Les PAM sont tous chargés positivement, excepté la dermicidine isolée dans la sueur
humaine (Joo and Otto, 2015). De plus, ils permettent 1’élimination des pathogenes de par leur action
antimicrobienne, antifongique ou antivirale. Leur mécanisme d’action est encore mal connu, mais les
défensines semblent se fixer a la surface du microorganisme sous forme de pores multimériques,

entrainant ainsi la lyse du pathogene (Jonard et al., 2006).

= Evasion de la phagocytose et des peptides antimicrobiens : Cet effet est en partie assumé par les

mémes peptides que ceux inhibant le complément (SCIN, CHIPS...), mais d’autres molécules y ont
également un réle (Joo and Otto, 2015; McGuinness et al., 2016) : la catalase, les superoxyde dismutases
M et A et la staphyloxanthine inhibent les DRO ; I’aminoacylation du phosphatidylglycérol de la
membrane cytoplasmique de la bactérie (géne mprF) diminue les charges négatives a la surface et inhibe
I’attraction des PAM cationiques ; 1’ajout d’une D-alanine par 1’opéron DIt sur les acides téichoiques
charge positivement la membrane de la bactérie et empéche la fixation des PAM cationiques. Egalement,
la Extracellular adherence protein (Eap) inhibe les sérines protéases (élastase de neutrophile,
cathepsine...) et les superantigénes modulent les fonctions phagocytaires. Lorsque la bactérie se

présente sous la forme d’agrégats en biofilm, 1’exopolymeére protége du systéme immunitaire.

Lors de sa prolifération et dissémination dans I’organisme, S. aureus sécréte une grande quantité de
facteurs, considérés comme des éléments de virulence pour I’organisme hote. IIs permettent a la bactérie
de persister sous forme de biofilm, ou d’inhiber le systéme du complément et la phagocytose. Tous ces
¢léments facilitent la survie du pathogeéne. D’autres facteurs de virulence présentent une action offensive

vis-a-vis des cellules de 1’hote, ce sont les toxines de S. aureus.

1.2 LES TOXINES DE S. AUREUS

La stratégie d’adaptation de S. aureus utilise de nombreuses molécules, parfois au role redondant, afin
de permettre la colonisation de son hote. Certaines toxines vont induire le décollement de 1’épiderme de

surface, afin de faciliter ’entrée de la bactérie dans le corps de 1’héte, ce sont les épidermolysines.

D’autres voies d’entrée que la peau peuvent étre utilisées par S. aureus et certaines toxines facilitent ce
. . - . -
processus, comme les superantigénes qui ciblent les muqueuses. En effet, I’ingestion d’aliments
contaminés avec les entérotoxines entraine une intoxication alimentaire sévere en sensibilisant la paroi
intestinale. Quant a la toxine TSST-1, elle traverse la couche épithéliale des muqueuses et est

responsable du syndrome du choc toxique.

1.2.1 Les épidermolysines

Les épidermolysines, ou « Exfoliative Toxins » (ET), forment une famille de molécules impliquées dans

le « Staphylococcal Scalded Skin Syndrome » (SSSS), une dermatose bulleuse. Elle est causée par les
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variants ETA ou ETB, qui peuvent également provoquer I’impétigo bulleux, préférentiellement sur les
nouveau-nés. Les ET ont une activité sérine protéase et hydrolysent la desmogléine-1 des desmosomes
des jonctions adhérentes dans les couches superficielles de la peau (Prévost et al., 2003). Ceci entraine
ainsi le clivage de I’épiderme de surface, et un décollement de la peau qui facilite 1’invasion bactérienne
par S. aureus. Les plus fréquentes sont ETA et ETB, respectivement codées par un bactériophage et un
plasmide, tandis que ETD se situe sur un ilot de pathogénicité. Les ET sont exprimés par 10 % des
souches SARM et présentent de 35 % a 50 % d’identité (Grumann et al., 2014). Leur expression est
régulée par le quorum-sensing Agr. D’autres variants sont sécrétés par les staphylocoques a coagulase
négative, comme S. hyicus qui produit SHETA, SHETB et SHETC, des homologues a ETA, ETB et
ETD (Prévost et al., 2003).

1.2.2 Les superantigénes

Cette catégorie rassemble les plus puissants mitogenes de cellules T connus a ce jour. Les superantigénes
lient le Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe II (CMH II) des cellules présentatrices
d’antigénes au T Cell Receptor (TCR) du lymphocyte T (Lt). Chaque superantigéne interagit avec un
répertoire de TCR déterminé par la séquence variable VP du TCR. Le génome humain code pour environ
50 TCR Vp différents et environ 20 % des Lt peuvent étre activés par un superantigéne donné. De plus,
chez I’Homme, I’expression des VP varie en nombre et en proportion selon les individus et leur
condition. Certains peuvent méme stimuler les Lt a des concentrations de 1’ordre de la femtomole, et ils

effectuent cette stimulation sur une large fraction de Lt, simultanément.

Les superantigénes ont une taille de 19 a 30 kDa et sont codés pour la plupart par des ilots de
pathogénicité, sauf SEA qui est localisé sur un bactériophage, SED qui se trouve sur un plasmide et

SEI/X qui se situe sur le chromosome de S. aureus (Spaulding et al., 2013; Stach et al., 2014).

Parmi ces superantigénes, on retrouve deux grands groupes, les entérotoxines et la TSST-1 (Grumann

etal., 2014):

ENTEROTOXINES : Suite a I’ingestion d’une ou plusieurs Staphylococcal Enterotoxins (SE)
présentes sur un aliment contaminé par S. aureus, une intoxication alimentaire survient en provoquant
des vomissements accompagnés de nausée, de douleurs abdominales ou encore de diarrhées. Les toxines
sont extrémement stables aux fortes températures et résistantes au faible pH, persistant ainsi a la cuisson
et a la digestion. C’est pourquoi, elles entrainent une intoxication alimentaire aprés ingestion de
nourriture contaminée. On retrouve plusieurs formes d’entérotoxines : SEA a SEE, SEG a SEJ et SER

a SET.

SEl : Les Staphylococcal Enterotoxin-like (SE/) sont semblables aux entérotoxines SE de par leur
séquence d’acides aminés, mais leur activité émétique n’a pourtant pas été confirmée chez I’Homme.

Ils regroupent les SE/K a SE/Q et les SE/U a SEIX. Cependant, il est a noter que le potentiel émétique

des toxines SE/K a SE/Q a été démontré sur un modele de primate (Omoe et al., 2013).
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TSST-1: La Toxic Shock Syndrome Toxin-1 (TSST-1) est une toxine responsable du syndrome du
choc toxique (Toxic Shock Syndrome : TSS), une pathologie aigu€ caractérisée par de fortes fievres,
une éruption érythémateuse diffuse, une hypotension, et I'implication d’au moins trois systémes
d’organes. La TSST-1 a été révélée au public dans les années quatre-vingt en raison de son implication
dans le syndrome du choc toxique menstruel (Menstrual-related Toxic Shock Syndrome : MTSS)
(Murray, 2005). En effet, la toxine se caractérise par sa capacité a traverser les muqueuses, car elle se
lie aux cellules épithéliales dans lesquelles elle est rapidement endocytée. Ceci suggérerait que TSST-1
traverse la barricre épithéliale par transcytose (Breshears et al., 2012). De plus, la toxine a une grande
solubilité dans 1’eau et est trés souvent résistante a la chaleur et a la protéolyse, mais est sensible au pH

(Dinges et al., 2000)

A Tlintérieur de 1’organisme, S. aureus peut sécréter d’autres toxines ciblant de maniére générale les
cellules de I’'immunité. Ces molécules circulantes sont les Hémolysines et les Leucotoxines. Les
Hémolysines doivent leur nom au fait qu’elles ont une action hémolytique sur les globules rouges et

I’appellation de « Leucotoxine » met en avant I’effet de ces toxines pour les leucocytes.

1.2.3 L’Hémolysine

1l s’agit d’une sphingomyé¢linase qui hydrolyse la sphingomyéline, un lipide présent sur la membrane
plasmique de la cellule. Des modifications des microdomaines sont ainsi faites, qui peuvent entrainer la
mort cellulaire par la déstabilisation de la bicouche lipidique. Une lyse des globules rouges a pu étre
observée a faible température, suggérant une activité lytique, mais cette protéine semble moins efficace
que les autres Hémolysines (Vandenesch et al., 2012). Elle est codée par un bactériophage présent dans
un faible nombre de souches de S. aureus d’origine humaine. Son rdle dans la virulence de la bactérie
n’est pas clairement établi, mais elle serait plutot liée aux souches d’origine animale ou faciliterait la

formation de biofilm (Huseby et al., 2010).

1.2.4 Les toxines formant des pores

Certaines toxines ou protéines peuvent former des pores & membrane, ce qui résulte en la lyse de la
cellule cible. Chez S. aureus, on retrouve plusieurs toxines de ce genre. Deux classes forment ce groupe :

les toxines formant des pores (TFP) a un composant et celles a deux composants.

HEMOLYSINE & : C’est un petit peptide de 20 a 25 acides aminés avec une structure en hélice alpha
qui est codé par le génome central (Grumann et al., 2014). Toutes les souches ont ce géne. Il n’y a pas
de récepteur spécifique, mais I’Hémolysine & a une grande affinité pour les lipides présents sur les
radeaux lipidiques (Vandenesch et al., 2012). Son activité hémolytique pourrait s’expliquer par sa liaison
a la surface et son agrégation jusqu’a former un pore transmembranaire. Elle pourrait également avoir
une action sur la courbure de la membrane ou aurait une action de détergent a hautes concentrations.

Une famille de molécules semblables par leur structure et leurs effets est celle des Phenol-Soluble
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Modulins (PSM). Largement diffusées dans le genre Staphylococcus, ces molécules peuvent aussi avoir

un role de bactériocine (Joo et al., 2011).

HEMOLYSINE « : Cette toxine est la mieux caractérisée chez S. aureus et est codée par des génes
présents sur I’ADN chromosomique. Monomeére de 33 kDa, elle est exprimée par 95 % des souches
(Grumann et al., 2014). Sept monomeres d’Hémolysine a (2 x 7 brins B) s’assemblent en un tonneau f3
pour former un pore heptamérique d’un diamétre de 14 A a la surface de la cellule ; ce pore permet le
transport de petites molécules inférieures a 2 kDa (K", Ca") et entraine la lyse osmotique (Song et al.,
1996; Vandenesch et al., 2012). L’Hémolysine o lyse une grande variété de cellules : épithélium,
érythrocytes, fibroblastes, monocytes, macrophages, lymphocytes, mais pas les neutrophiles (Grumann
etal., 2014). Les érythrocytes humains sont moins sensibles que ceux de lapin et la lyse des lymphocytes
et des monocytes est maximale a 100 ng/mL. Les granulocytes sont résistants et il n’y a pas de lyse
méme a une concentration élevée de 10 pg/mL (Vandenesch et al., 2012). Suite a la liaison de la toxine
a la cellule et la formation de pores, des enzymes sont activées et dégradent I’E-cadhérine des jonctions
adhérentes épithéliales, ce qui entraine une destruction de I’intégrité de I’épithélium, idéale pour
I’invasion bactérienne (Inoshima et al., 2011). De plus, I’Hémolysine a est pro-inflammatoire, elle induit

la sécrétion de cytokines comme I’IL-8 (Rose et al., 2002).

LEUCOTOXINES : Toxines a deux composés, les leucotoxines sont également des toxines formant

des pores...
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2 LES LEUCOTOXINES

2.1 GENERALITES

C’est en 1894 que commence 1’histoire des leucotoxines, nommées leucocidines par Honoré Van de
Velde en référence a leur activité lytique sur les leucocytes. Il faudra cependant attendre la fin de la
Premiére Guerre mondiale pour que I’existence de plusieurs toxines soit mise a jour par Louis
Juliannelle en 1922 et soutenue plus tard par Philip Panton et Francis Valentine en 1932 lors de leurs
tests sur une vingtaine de souches de S. aureus (Panton and Valentine, 1932). Dans cette étude, ils ont
également montré I’implication des souches a faible activité hémolytique et forte activité leucotoxique
dans les pathologies cutanées (furoncles) et les infections aigués (abces, ostéomyélites). Enfin, en 1936
la «vraie » leucocidine décrite par les deux scientifiques est nommée Leucocidine de Panton et
Valentine (LPV) par J. Wright (Wright, 1936). A partir de ce moment-1a, les autres leucocidines se
distinguent enfin et apparaissent alors I’Hémolysine a, B et y, puis I’Hémolysine § une vingtaine
d’années plus tard. Aujourd’hui, la famille des leucotoxines s’est élargie et compte ainsi les Hémolysine
v HigA/HlgB et HlgC/HlgB, la Leucocidine de Panton et Valentine (LukS-PV/LukF-PV), LukA/LukB
(nommée aussi LukG/LukH), LukE/LukD et LukM/LukF’-PV. Des leucotoxines sont également
sécrétées par des staphylocoques a coagulase négative. C’est le cas de LukS-I et LukF-I probablement
exprimés par toutes les souches de Staphylococcus intermedius, mais également par Staphylococcus
pseudointermedius, Staphylococcus delphini et Staphylococcus pettenkoferi (Ben Zakour et al., 2012;
Prévost et al., 1995a; Riegel et al., 2011)

Les deux sous-unités qui composent les leucotoxines sont nommeées S et F pour « Slow » et « Fast », en
référence a leur vitesse d’élution sur la colonne échangeuse d’ions qui permet de les purifier (Woodin,
1959). Les geénes codant ces composés sont disposés en tandem, celui codant la protéine S est en amont
de celui codant la protéine F et ils sont co-transcrits. La sous-unité de classe S est généralement de 31 a
32 kDa tandis que F a une taille de 34 a 35 kDa (Prévost, 1999). LukE et LukD ont été cristallisées et
les structures tridimensionnelles de HlgB, LukF-PV et LukS-PV ont été obtenues par diffraction aux
rayons X (Galy et al., 2012; Guillet et al., 2004; Joubert et al., 2006; Nocadello et al., 2016; Olson et al.,
1999; Pédelacq et al., 1999; Yamashita et al., 2011). Une structure commune aux sous-unités des

leucotoxines a ainsi pu étre proposée (Figure 1.4) et se constitue de trois domaines principaux :

e Domaine central, «core»: C’est un sandwich B constitué de deux fois six brins [
antiparalléles et constituant le cceur de la sous-unité.

e Domaine « rim » : Il s’articule autour de quatre brins B antiparalléles et sert d’ancrage a la
membrane de la cellule.

e Domaine « stem » : Formé de trois brins antiparalléles, il se déploie dans la membrane pour

former le pore.
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Figure 1.4 — Structure tridimensionnelle des sous-unités de la LPV et de HigB
LukS-PV (pdb : 1T5R, Guillet et al., 2004), LukF-PV (pdb : 1PVL, Pédelacq et al., 1999), HlgB (pdb : 1LKF, Olson et al.,
1999).

A P’intérieur d’une méme classe de sous-unité, S ou F, il peut y avoir jusqu’a 60 & 80 % d’identité de
séquence. Seul LukA/LukB ne partage pas le méme pourcentage d’identit¢ que les autres, mais
seulement 30 a 40 % (DuMont et al., 2013; Yoong and Torres, 2013). De plus, n’importe quelle sous-
unité S peut s’associer a n’importe quelle autre sous-unité F pour former une nouvelle leucotoxine. Les
leucotoxines peuvent lyser les cellules de la lignée myéloide (monocytes, macrophages, neutrophiles...)
pour permettre 1’évasion du systéme immunitaire par S. aureus. Toutefois, lorsque les sous-unités ne

sont pas associées, il n’y a pas de toxicité (Grumann et al., 2014).

2.1.1 L’Hémolysine vy (AB et CB)

Les génes codant ces deux toxines sont situés sur le méme locus, présent sur le chromosome de S. aureus,
et comportent trois Open-Reading Frame (ORF) qui codent pour les sous-unités de classe S (HIgA et
HIgC) et la sous-unité de classe F (HIgB) (Cooney et al., 1993). Ces composants peuvent donc s’associer
pour former les Hémolysines HlgA/HlgB et HIgC/HlgB. Le locus hlg est exprimé par toutes les souches
de S. aureus, ce qui ne permet pas de mettre en évidence une pathologie spécifique (Mahoudeau et al.,
1997; Prévost et al., 1995b). Cependant, il a été¢ démontré qu’elles participaient a 1’inflammation dans
le cas de I’endophtalmie simulée chez le lapin (Supersac et al., 1998). De plus, elles seraient
partiellement impliquées dans la virulence pendant I’arthrite septique et I’infection systémique chez la
souris. Enfin, le monoganglioside GM1 semblerait inhiber la mort cellulaire liée & 1’Hémolysine y

(Spaan et al., 2014).

2.1.2 La Leucocidine de Panton et Valentine

Les genes codant la Leucocidine de Panton et Valentine (LPV) se trouvent sur plusieurs bactériophages
et s’organisent en opéron avec, en amont, le gene de la protéine de classe S (LukS-PV) et en aval celui

codant la protéine de classe F ( LukF-PV) (Cooney et al., 1993; Malachowa and DeLeo, 2010). Les deux
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geénes sont séparés par une seule base, une thymine (Prévost et al., 1995b). Cette organisation est
identique pour LukE/LukD, mais également pour LukA/LukB avec cependant un intervalle entre les
geénes de 21 bases. La LPV est responsable de nombreuses pathologies telles que les furoncles, les abces,
les pyomyosites, les ostéomy¢lites ou encore les pneumonies nécrosantes (Baba-Moussa et al., 2011;
Badiou et al., 2008; Diep et al., 2010; Pannaraj et al., 2006). Cependant, le réle de la LPV dans la
pneumonie nécrosante reste a discuter et ce sont les infections de la peau et des tissus mous qui sont les
plus fréquentes a I’extérieur de I’hopital (Grumann et al., 2014). La toxine entraine également la
sécrétion des cytokines IL-8, IL-6, de I’histamine et du leucotriéne B4 par les neutrophiles, de méme
qu’elle augmente la libération de DRO et accélére I’apoptose a une concentration de 1 nM (Graves et

al., 2012; Hensler et al., 1994a; Konig et al., 1995; Staali et al., 1998).

2.1.3 LukA/LukB (nommée également LukG/LukH)

Les génes lukA/lukB semblent se trouver sur le chromosome bactérien et toutes les souches produisent
cette toxine (Badarau et al., 2015). Sa structure est différente des autres leucotoxines : LukA (38 kDa)
montre une identité de séquence avec les autres composés S d’environ 30 % et LukB (36 kDa) une
identité avec les autres composés F d’environ 40 % (Badarau et al., 2015; Dumont et al., 2011). De plus,
il y a des différences structurales avec les autres composés, notamment dans le domaine « rim »
lorsqu’on compare LukA et HIgA. En effet, ’orientation de la boucle n’est pas la méme. LukA/LukB
induit la production d’IL-8 comme les autres leucotoxines, mais ¢galement d’IL-1p par I’intermédiaire
de I’inflammasome, ce qui a un effet létal comme montré sur les monocytes (Melehani et al., 2015;
Yanai et al., 2014). Ainsi, cette toxine a un réle dans I’inflammation, ce qui a également été démontré
par des études sur la peau de lapin et de singe (Malachowa et al., 2012). Elle induit aussi la NETose et
facilite I’évasion de la phagocytose (Grumann et al., 2014; Malachowa et al., 2013). LukA/LukB est
plus cytolytique que la LPV, mais I’augmentation du calcium intracellulaire est deux fois plus lente que
pour la LPV (Yanai et al., 2014). De plus, aucune activité hémolytique n’a été démontrée, méme en
associant LukA et LukB avec d’autres composés complémentaires (HIlgA, LukS-PV et LukE pour
LukB ; HlgB, LukF-PV et LukD pour LukA). Enfin, avec ces associations nouvelles de composés S et
F, LukA et LukB ne montrent aucun effet sur ’hémolyse, la cytotoxicité ou I’influx de calcium. Seuls
LukA et LukB ensemble entrainent un effet sur la cellule. De plus, cette leucotoxine est sécrétée par la

bactérie, mais elle peut également s’associer a sa surface (Ventura et al., 2010).

2.1.4 LukE/LukD

Tout comme LukA/LukB, elle concerne majoritairement les SARM communautaires (Grumann et al.,
2014). Toutefois, les études sur la présence du géne codant LukE/LukD se contredisent : tant6t elle
concernerait 30 % des souches, tantot 87 % (Vandenesch et al., 2012). Le locus codant cette leucotoxine
est présent sur un ilot de pathogénicité situé sur le chromosome (Grumann et al., 2014). La toxine est

pro-inflammatoire et est souvent présente dans I’impétigo lorsque les épidermolysines sont également
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produites, et dans des diarrhées associées aux antibiotiques en présence d’entérotoxines (Gravet et al.,

1999, 2001).

2.1.5 LukM/LukF’-PV

Les genes codant cette leucotoxine sont retrouvés chez 27 % a 86 % des isolats d’origine bovine (Haveri
etal., 2007; Yamada et al., 2005). Isolée chez les ruminants et d’autres mammiféres non humains (souris,
chévre), cette toxine a été retrouvée dans des cas de mammite bovine ou elle joue un rdle significatif.
Pourtant, il n’y a pas de potentialisation de I’inflammation comme pour les autres leucotoxines et cette
toxine n’a pas d’activité notoire sur les cellules humaines (Alonzo and Torres, 2014; Fromageau et al.,
2011).

2.2 LES CELLULES CIBLES

Les cibles cellulaires privilégiées des leucotoxines sont les cellules de I’immunité innée, premiere ligne
de défense contre I’infection, et concerne généralement la lignée my¢éloide : neutrophiles, macrophages,

monocytes...

LES NEUTROPHILES : Ce sont les premicres cellules du systéme immunitaire inné a arriver au site
de I’infection et elles sont donc essentielles pour la défense de 1’hdte contre un pathogéne (McGuinness
et al., 2016). Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont produits et maturés dans la moelle osseuse,
puis relargués dans le systéme vasculaire. Ils représentent la majorité des cellules immunitaires
circulantes (50 a 75 %), ce qui permet un recrutement rapide dans les tissus infectés grace aux facteurs
chimioattractants (IL-8, C5a...). Aprés le recrutement, il y aura une activation des intégrines pour
permettre une adhésion solide des PNN au tissu. La demi-vie estimée des PNN est de 6 a 12 h dans la
circulation sanguine, mais leur phénotype change avec leur vieillissement (Adrover et al., 2016). Par
exemple, apres plusieurs heures dans la circulation sanguine, 1I’expression des récepteurs a la surface
des neutrophiles est modifiée : le CXCR4 impliqué dans la migration des PNN dans la moelle osseuse
et le CD11b sont sur-exprimés tandis que le CXCR2 permettant la chimioattraction et le CD62L sont
sous-exprimés. Les PNN contiennent des granules de sécrétion de trois types : les granules primaires
(my¢élopéroxydase, €lastase, défensine, lysozyme...), les granules secondaires (collagénase, gélatinase,
lactoferrine, lysozyme...) et les granules tertiaires (arginase, lysozyme, gélatinase) (Cheng and
Palaniyar, 2013). Ils sécrétent également des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1f), des
chimioattractants (IL-8, MIP-1) ou d’autres molécules ayant un effet sur I’immunité (interférons, IL-
10). La sécrétion de ces composés est régulée négativement par I’interféron vy, IL-3, IL-4 et IL-10, et
activée par le leucotriene B4, le N-Formyl-Met-Leu-Phe (FMLP) ou encore par les signaux des

pathogenes (LPS...).

LES MACROPHAGES : Les monocytes produits dans la moelle osseuse circulent dans le sang

pendant quelques heures. IIs migrent dans les tissus ou ils se différencient en cellules dendritiques ou en
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macrophages. Leur durée de vie est de plusieurs mois (Gonzalez-Mejia and Doseff, 2009). Les
macrophages phagocytent les pathogenes et les débris, ils permettent aussi la présentation des antigénes
aux lymphocytes T. Ils ont également un réle anti-tumoral (Rey-Giraud et al., 2012). En effet, les
macrophages dérivés de monocytes peuvent ainsi étre de deux types : M1 et M2. Les macrophages M1
sont différenciés par le Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) et ont un rdle
pro-inflammatoire, microbicide et suppresseur de tumeur. Quant aux macrophages M2, stimulés par le
Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-CSF), ils permettent la réparation des tissus, le remodelage

de la matrice et participent a I’angiogenese. De ce fait, ils peuvent étre promoteurs de tumeurs.

La LPV est ainsi toxique pour ces cellules, a I’exception des lymphocytes. Les cellules de lapin sont
tout aussi sensibles que celles humaines, contrairement a d’autres espeéces comme les souris ou les rats
(Szmigielski et al., 1998). En effet, le modéle murin ne permet pas d’établir une virulence liée a la LPV
et il n’y a pas d’activité lytique de la toxine (Alonzo and Torres, 2014). L’insensibilité de la LPV sur
certaines espéces, ainsi que sur les lymphocytes, vient du fait de la distribution du récepteur de LukS-
PV, le récepteur au C5a, C5aR (Meyer et al., 2009; Spaan et al., 2013). Ainsi, sur les cellules sensibles,
la LPV peut lyser les neutrophiles humains et de lapin a des concentrations faibles de 1’ordre de
40 ng/mL, mais il faut une concentration mille fois plus importante pour obtenir le méme résultat chez
la souris ou le langur de Java (Grumann et al., 2014). En effet, le C5aR a une structure différente d’une
espéce a l’autre, ce qui change son affinité pour la LPV. Récemment, un nouveau type cellulaire a
montré une sensibilité a la toxine : les neurones humains, en particulier les neurones granuleux

cérébelleux et les neurones périphériques (Jover et al., 2013).

L’Hémolysine y HigC/HlgB est hémolytique pour les érythrocytes de mouton, de lapin, de cheval et de
I’homme. Elle cible les cellules myéloides, mais peut également se fixer a la surface des lymphocytes
sans entrainer une lyse (Prévost et al., 2015). Enfin, il a été montré récemment que la toxine a un effet

sur les neurones humains, comme pour la LPV (Jover et al., 2013).

L’Hémolysine y HIgA/HIgB a un effet sur les lymphocytes T, contrairement a HIgC/HIgB, et a une
plus faible activité lytique sur les érythrocytes en présence de calcium (Prévost et al., 2015). Il s’agit de

la leucotoxine la plus active sur les membranes synthétiques (Ferreras et al., 1998)

LukE/LukD peut cibler les cellules immunitaires murines et de lapin, en plus de celles humaines. Elle
vise principalement les neutrophiles, les lymphocytes T, les macrophages, les cellules NK et les cellules

dendritiques (Alonzo and Torres, 2014).

La toxine LukA/LukB a un effet sur les cellules de I’immunité chez la souris et le lapin, et est beaucoup

plus efficace sur ces espéces que sur I’homme (Alonzo and Torres, 2014).

Enfin, la toxicité de la leucotoxine bovine LukM/LukF’ a été démontrée sur les macrophages et les

neutrophiles bovins, mais elle se fixe également sur les neutrophiles, les lymphocytes T et les

macrophages de souris (Alonzo and Torres, 2014).
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Ainsi, les leucotoxines semblent privilégier la destruction de I'immunité innée pour que la bactérie
puisse survivre et disséminer dans I’organisme hote. Cependant, Jover et al. (2013) a montré une
sensibilité des neurones granuleux cérébelleux, ainsi que des neurones périphériques a la LPV et a
HlgC/HIgB, sans pour autant induire une lyse cellulaire. Ainsi, chaque cellule de 1’hote peut, a priori,
étre la cible d’une leucotoxine, du moment qu’elle porte a sa surface le récepteur au composé S qui est
celui permettant sa fixation (Tawk et al., 2015). Récemment, Prince ef al. (2016) a montré que des souris
avec un systéme hématopoiétique humain reconstitué étaient sensibles a la LPV, celle-ci augmente la

sévérité de I’infection pulmonaire, contrairement a LukA/LukB.

2.3 HYPOTHESES D’ACTION

2.3.1 La formation de pores, un mode d’action historique

Historiquement, les leucotoxines sont considérées uniquement comme des toxines formant des pores,
qui entrainent la mort de la cellule par la lyse due au pore membranaire. Ainsi, la protéine de classe S
se fixe 4 la membrane de la cellule tandis que le composé F est recruté secondairement, afin de former
un oligomere puis un pore fonctionnel (Figure 1.5) (Colin et al., 1994). Cette formation du pore se base
sur le modele plus simple de ’Hémolysine o, car les informations sur les leucotoxines bicomposées sont

parcellaires.
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Figure 1.5 — Mode d’action historique de la formation d’un pore
Etapes de la formation de pore chez les leucotoxines bi-partites, basé¢ sur le mode d’action de I’Hémolysine a. 1) Fixation sur
la membrane. 2) Multimérisation des sous-unités S et F, formation d’un pré-pore. 3) Formation du pore fonctionnel.

FIXATION SEQUENTIELLE A LA MEMBRANE : Les monomeres de I’Hémolysine a se lient a

la surface de la cellule cible par I’intermédiaire de la métalloprotéase ADAM-10 (Inoshima et al., 2011).

=> Le prérequis essentiel ici est la liaison du composé S a un récepteur membranaire de la cellule cible.
Puis la sous-unité F peut s’associer directement a S ou se fixer d’abord sur un récepteur spécifique avant
d’entrer en interaction avec la protéine S (Colin et al., 1994; Meyer et al., 2009). Pour LukS-PV et HigC,
il y a une compétition sur le site de liaison, le C5aR, et HIgC peut inhiber LukS-PV avec un K; de
0,18 nM (Tawk et al., 2015).
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FORMATION DU PRE-PORE ET ENTREE DU CALCIUM : Les sous-unités de la toxine o
s’organisent sur la membrane pour former une structure de transition appelée pré-pore et constituée de
sept protéines. A cette étape, la région « stem » n’est pas encore déployée pour former le tonneau p. La

partie N-terminale, elle, a un rdle stabilisateur dans la formation du pré-pore (Jayasinghe et al., 2006)

=> La fixation alternative des composés de classe S et F aboutit a un oligomére et donc a la formation
d’un pré-pore (Joubert et al., 2006; Viero et al., 2006). Une augmentation de calcium intracellulaire se
produit et provient des stocks réticulaires et des canaux calciques a la membrane pour la LPV et

HlgC/HIgB (Jover et al., 2013; Tawk et al., 2015).

FORMATION DU PORE : Sur les membranes synthétiques, les sept monomeéres d’Hémolysine o se
déplient et les domaines « stem » s’insérent pour former un tonneau 3. Le pore fonctionnel ainsi formé
est légérement conique avec un diamétre de 28 A du c6té extracellulaire et de 14 A du coté du « stem »
(Song et al., 1996). 11 est perméable aux molécules d’eau et sélectionne les anions grace aux charges de

certains résidus constituant le pore (Paula et al., 1999; Song et al., 1996).

=>» La derniére étape est le déploiement des domaines « stem » en un tonneau B qui s’insére dans la
membrane de la cellule pour former le pore transmembranaire, comme montré pour la LPV et
HlgA/HlgB (Baba Moussa et al., 1999a; Ferreras et al., 1998; Viero et al., 2006). Toutefois, le
déploiement du « stem » peut €tre inhibé par 1’ajout d’un pont disulfure bloquant son extension (Viero
et al., 2008). Concernant HigA/HIgB et HigC/HlgB, le pore est sélectif des cations monovalents tels que
Na" et K, contrairement a la toxine a qui sélectionne les anions (Dalla Serra et al., 2005; Sugawara et
al., 1997). Cette sélectivité est dépendante des quatre résidus présents a 1’entrée du pore : la toxine a a
quatre résidus chargés positivement quand les Hémolysines y ont des charges soit positives soit
négatives (Comai et al., 2002). Enfin, le diameétre atomique du pore composé de HigA/HlgB est compris
entre 19 et 21 A (Sugawara et al., 1997). Des structures hexamériques ou heptamériques ont été
montrées en microscopie €électronique pour la LPV et HigA/HlgB, mais il semblerait que ce ne soit que
des formes transitoires (Pédelacq et al., 1999; Sugawara-Tomita et al., 2002). Sur membrane
synthétique, également, des structures oligomériques peuvent s’assembler, mais les octameres sont les
plus stables (Alessandrini et al., 2013). Ainsi, le pore formé par les leucotoxines est plus probablement
octamérique (Figure 1.6), avec une alternance des composés S et F, comme le suggére également les
études en FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) ou avec des mutants de HigA/HlIgB (Joubert
et al., 2006; Viero et al., 20006).
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Figure 1.6 — Structure tridimensionnelle du pore octamérique formé par HigA/HlgB
Vue latérale et supérieure, pdb : 3B07 (Yamashita et al., 2011).

L’activation des canaux calciques ainsi que la présence de pores dans la membrane entrainent des
réponses cellulaires variées comme une augmentation du volume cellulaire (Meunier et al., 1995).
Cependant, la théorie du pore n’est pas suffisante pour expliquer les autres mécanismes activés,

notamment a des concentrations trés faibles ou il n’y a pas de lyse cellulaire.

2.3.2 Activation cellulaire : contradiction avec ’hypothése d’un pore membranaire

Les leucotoxines bi-composées induisent une libération du contenu des granules du PNN et donc un
relargage de protéines inflammatoires comme les leucotrienes B4 (inflammation aigué) et 1’IL-8,
I’histamine (vasodilatation et allergies), des métabolites oxygénés ou encore les médiateurs de
I’inflammation (Alonzo and Torres, 2014; Colin et al., 1994; Graves et al., 2012; Hensler et al., 1994b;
Konig et al., 1994).

A des doses faibles de LPV, les toxines semblent induire de I’apoptose, préférentiellement par la voie
mitochondriale, alors qu’a des concentrations plus fortes, il y a une mort cellulaire par nécrose
(Genestier et al., 2005). L’ inflammasome est également activé par des signaux pro-inflammatoires (LPS,
virus, bactéries...), entralnant ainsi une sécrétion d’IL-8 et de MCP-1 qui attirent les neutrophiles et les

macrophages sur le site de ’infection (Perret et al., 2012).

Cette action pro-inflammatoire des leucotoxines peut étre causée par le type de récepteur impliqué dans
la fixation du composé S. En effet, quatre de ces toxines ciblent un G-Protein Coupled Receptor (GPCR)
qui peut activer un grand nombre de voies de signalisations différentes, allant du remodelage de I’actine
a la mort de la cellule ou a la prolifération cellulaire (Reyes-Robles et al., 2013; Spaan et al., 2013,

2014).

Ainsi, ’hypothése de la formation d’un pore a été, certes, démontrée a plusieurs reprises sur des modeles
synthétiques ou encore par cristallographie, ce qui a permis d’enrichir nos connaissances sur cette

famille de toxines. Cependant, peu de ces études ont été réalisées en conditions physiologiques. De plus,
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la complexité des cellules immunitaires, rien qu’au niveau des récepteurs de surface et des voies de
signalisation associées, est telle que I’hypothése de formation d’un pore parait relativement simpliste.
Enfin, ce qui nous ¢éloigne également de cette théorie est la grande avancée réalisée ces dernieres années

sur la caractérisation des récepteurs aux toxines de S. aureus.
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3 LA FIXATION DES TOXINES DE S. AUREUS

3.1 LES RECEPTEURS

Les récentes recherches ont permis de mettre en évidence les sites de liaisons des toxines, en particulier
des leucotoxines. La plupart des récepteurs des leucotoxines de S. aureus sont des composants du
systéme immunitaire, ce qui n’est pas surprenant car ces toxines ciblent de maniere privilégiée les

cellules de I’immunité.

L’Hémolysine a : Pour sa fixation a la surface d’une cellule cible, la toxine alpha de staphylocoque
nécessite la présence de la métalloprotéase ADAM-10 (Inoshima et al., 2011). L’action de cette
métalloprotéase est dépendante du zinc, elle clive les protéines des jonctions adhérentes, ce qui entraine

une perte d’intégrité de la barriere épithéliale.

L’Hémolysine y HIgA/HIgB : Plusieurs récepteurs membranaires reconnaissent I’Hémolysine y
HlgA/HlgB avec des affinités différentes. Le plus affin est le C-C Chemokine Receptor 2 (CCR2) qui
fixe le C-C Chemokine Ligand 2 (CCL2), il reconnait HIgA avce un Kg de 3,51 nM (Spaan et al., 2014).
Ensuite, deux GPCR fixent la toxine, il s’agit des récepteurs aux chemokines (C-X-C motif) Receptor 1
et 2 (CXCRI1 et CXCR2). Le CXCR1 lie le (C-X-C motif) Ligand 6 (CXCL6) et IL-8, ainsi que HIgA
avec un K4 de 5,69 nM. Le CXCR2 permet la fixation de CXCL1 et CXCL7, ainsi que HIgA avec un
K4 de 27,20 nM. En dernier, la toxine peut également se fixer au Duffy Antigen/Chemokine Receptor
(DARC) avec un K4 de 29,2 nM (Spaan et al., 2015). Il est présent a la surface des globules rouges et
permet la capacité hémolytique de la toxine. Les caractéristiques moléculaires du récepteur DARC sont
encore méconnues ; il est utilisé par Plasmodium vivax, 1’agent de la malaria, pour se fixer sur les

érythrocytes.

L’Hémolysine y HIgC/HIgB : La toxine cible plutdt les GPCR impliqués dans la reconnaissance de
I’anaphylatoxine C5a. Le C5aR et le C5L2 sont des récepteurs liant la sous-unité HlgC, mais a I’exemple
de HlgA/HIgB, il n’est pas a exclure I'implication d’autres récepteurs exprimés dans des types
cellulaires dépourvus de C5aR (Spaan et al., 2013). HIgC se fixe sur le C5aR humain avec un Kd de
0,87 nM (Tawk et al., 2015). Il n’a jamais été décrit de site de liaison a haute affinité pour le composé
HIgB, mais il est admis que cette sous-unité requiert la fixation préalable du composé S a la cellule cible

(Meyer et al., 2009).

La LPV : De méme que pour HIgC, LukS-PV se fixe au C5aR (Spaan et al., 2013) avec un K4 de
0,21 nM (Tawk et al., 2015). La liaison a C5L2 pourrait également se faire, mais n’a pas été encore
démontrée. Il est a noter que certaines études ont montré que la LPV peut se lier au TLR4 (Inden et al.,
2009), mais ces résultats sont a prendre avec précaution, car il s’agit d’un modéle murin qui ne partage

pas la sensibilité a la LPV des cellules humaines ou de lapin.
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LukA/LukB (ou LukG/LukH) : Dans le registre des récepteurs du complément, le Macrophage-1-
antigen (Mac-1) est constitué des intégrines CD11b et CD18, et il lie le C3b et le C4b du systéme du
complément. La toxine utilise le CD11b pour se fixer a sa cellule cible avec un K4 de 1,92 nM (DuMont

etal., 2013).

LukE/LukD : De nombreux récepteurs ont été découverts pour la toxine LukE/LukD. On retrouve tout
d’abord un GPCR, CCRS5, qui reconnait les chémokines comme CCL5 ou encore le Virus de
I’Immunodéficience Humaine (VIH) et est présent sur les lymphocytes, les macrophages et les cellules
dendritiques. Puis les récepteurs aux chémokines CXCR1 et CXCR?2, présent sur les neutrophiles, dont
le ligand naturel CXCLS prévient la fixation de LukE et la mort des neutrophiles induite par LukE/LukD
(Reyes-Robles et al., 2013). De plus, la toxine se fixe également sur DARC, tout comme HIgA/HlgB
(Spaan et al., 2015).

TSST-1 : Cette toxine cible ADAM-17, une métalloprotéase et désintégrine cellulaire qui conduit a la
perte des jonctions adhérentes de la cellule. Cependant, elle n’interagit pas directement avec cette
protéine et active plutét un GPCR qui, par ses protéines G, va activer ADAM-17 et ADAM-10. ADAM-
17 peut, de ce fait, moduler la réponse inflammatoire en stimulant la sécrétion de facteurs d’adhésion
ou de croissance, de cytokines ou encore des ligands du récepteur de I’Epidermal Growth Factor
(EGFR). En effet, il semble qu’EGFR a un réle important dans la signalisation via ADAM-17 et qu’il y

a un feedback positif entre les deux lors d’un contact avec la TSST-1 (Breshears et al., 2012).

Comprendre la manieére dont se fixent les toxines de S. aureus, c’est commencer a appréhender la
complexité de leur fonctionnement. Car ces molécules agissent par I’intermédiaire de leur récepteur, qui
sont quasiment tous liés a ’immunité innée, particulierement dans le cas des leucotoxines. Les GPCR
sont ainsi une plateforme d’interaction avec certaines de ces toxines qui débouchent sur un vaste

processus de signalisation intracellulaire.

3.2 LES GPCR

3.2.1 Généralités

Les GPCR ont un réle important dans la cellule puisqu’ils conduisent a une activation cellulaire qui peut
prendre de multiples aspects selon le ligand impliqué. On peut donc retrouver des agonistes (activateurs),

des antagonistes (inhibiteurs), mais également des agonistes biaisés ou agonistes partiels.

Les GPCR sont la plus grande famille de protéines transmembranaires chez les vertébrés. Ils sont
constitués de sept domaines transmembranaires, ainsi que d’une partie N-terminale dans le milieu
externe et d’une partie C-terminale dans le cytosol. Ils tiennent leur nom du fait qu’ils sont couplés a

des protéines G : a, B et y. L’activation par un ligand (neurotransmetteurs, hormones...) induit un
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changement conformationnel des domaines transmembranaires et intracellulaires, permettant

I’interaction avec ces protéines G.

LA SIGNALISATION DU GPCR (Figure 1.7): Les protéines G permettent le transfert de
I’information a I’intérieur de la cellule. Lors de 1’activation du GPCR, la sous-unité Ga libére le GDP
pour fixer un GTP et s’activer (Ritter and Hall, 2009). Ceci déclenche la dissociation de Ga—GTP du
complexe Gf/y. Ces protéines peuvent ensuite s’associer avec des effecteurs en aval pour moduler la
réponse cellulaire. Ensuite, le GPCR s’associe avec les GPCR Kinase (GRK) comme la Phosphokinase
A (PKA) ou la Phosphokinase C (PKC) qui vont phosphoryler le récepteur sur sa partie C-terminale.
Ceci va diminuer I’interaction entre le GPCR et les protéines G et ces derniéres vont se détacher tandis
que la B-arrestine vient se fixer. La signalisation du GPCR li¢e aux protéines G est ainsi interrompue et
le processus d’internalisation commence. La B-arrestine lie le récepteur aux puits formés par la
membrane et recouverts de clathrine afin de faciliter ’endocytose dans un processus de désensibilisation
(Boulay and Rabiet, 2005; Ritter and Hall, 2009; Sorkin and von Zastrow, 2009). Puis le récepteur est
internalisé dans la cellule et suit soit la voie de la dégradation soit celle du recyclage a la membrane

pour sensibiliser a nouveau la cellule.
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Figure 1.7 — Voie de signalisation des GPCR

Les GPCR sont activés par la liaison de leur ligand, induisant ainsi une signalisation dépendante des protéines G.
Majoritairement, ¢’est par la voie de la clathrine que ces récepteurs sont internalisés. Ils sont ensuite dégradés par les lysosomes
ou recyclés a la surface de la cellule.

LA B-ARRESTINE : Cette protéine est essentielle a la régulation négative du GPCR. Elle permet la
translocation a la membrane de la molécule adaptatrice de la clathrine AP2 pour que 1’endocytose par
la voie de la clathrine puisse avoir lieu (Drake et al., 2006). 1l existe plusieurs -arrestines comme la -
arrestine 1 et la B-arrestine 2. Ces deux formes se fixent grace a la phosphorylation du récepteur et les

résidus de la partie C-terminale déterminent la classe du GPCR (DeWire et al., 2007; Drake et al., 2006;

Oakley et al., 2000) :
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e Laclasse A (récepteur f2-adrénergique) recrute la B-arrestine 2 avec une meilleure affinité que
la B-arrestine 1. La liaison est transitoire et la B-arrestine est relarguée rapidement apres la
formation de la vésicule de clathrine. Ainsi, le recyclage est rapide.

o Laclasse B (récepteur a la vasopressine 2) lie les deux formes de la B-arrestine avec une affinité
égale. L’interaction est plus forte et plus stable. Aprés le recrutement de la clathrine, le GPCR
et la B-arrestine restent liés a la surface des vésicules d’endocytose et la f-arrestine peut initier
une signalisation spécifique en activant les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) comme
ERK 1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases 1 & 2). Le recyclage a la membrane est plus

lent.

L’AGONISTE BIAISE : Par définition, I’agoniste complet va activer au maximum le récepteur et se
fixer sur le site allostérique tandis qu’un antagoniste n’affecte pas I’activité du GPCR et occupe un site
orthostérique. Cependant, il existe d’autres types de ligands, comme les agonistes biais€s, qui ne vont
pas avoir le méme effet qu’un agoniste sans avoir le potentiel d’inhibition de 1’antagoniste. Lors d’une
fixation d’un agoniste biaisé sur un récepteur, soit le GPCR change de conformation et recrute la -
arrestine sans couplage des protéines G, soit il ne change pas de conformation, ne recrute pas la p-
arrestine, mais active les protéines G (DeWire et al., 2007; Nygaard et al., 2013). Ainsi, I’activité n’est

pas au maximum comme pour 1’agoniste, méme a saturation.

3.2.2 Lerécepteur au C5a, le C5aR

Le récepteur a I’anaphylatoxine du complément C5a est le C5aR. 1l est présent sur les cellules myéloides
(neutrophiles, monocytes, éosinophiles, cellules dendritiques, basophiles) et les cellules gliales,

I’endothélium vasculaire ou encore les cellules du poumon et du rein (Rabiet et al., 2007).

L’activation du C5aR déclenche le chimiotactisme, la sécrétion d’enzymes protéolytiques ou la
production de superoxyde (Boulay and Rabiet, 2005). La phosphorylation des sérines S334, S338 et
S327 est suffisante pour induire la formation du complexe C5aR/ B-arrestine, puis le C5aR est internalisé
par un processus dépendant de 1’arrestine, de la clathrine et de la dynamine (Suvorova et al., 2005).
C’estun GPCR de classe B puisqu’il colocalise avec la B-arrestine 1 et 2 dans les vésicules d’endocytose
(Boulay and Rabiet, 2005; Braun et al., 2003). Cependant, ce n’est pas un récepteur de classe B strict
puisqu’il y a tout de méme un relargage de la B-arrestine dans le cytosol, mais qui n’est pas dii au

recyclage (Suvorova et al., 2005).

Lors d’un ajout de 50 nM de C5a dans des cellules de rats transfectées avec le récepteur, le C5aR se
retrouve aprés 10 min dans une région proche du noyau (Naik et al., 1997). Un contact avec 5 nM de
C5a (la concentration détectée dans les sepsis) sur des neutrophiles humains entraine la dégradation
rapide du C5aR dans les deux premicres heures (60 % du récepteur contre 20 % sans C5a). De plus, le

recyclage a la membrane n’est pas clairement observé sur les neutrophiles, ou tout du moins le C5aR

n’est pas retrouvé dans les vésicules positives a Rab11 (Suvorova et al., 2005).
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Ayant 36% d’identité avec le C5aR, le C5L2 est un récepteur dévoyé du CSa. Il permet 1’activation
d’une voie anti-inflammatoire non conventionnelle et se retrouve globalement dans les mémes cellules
que le C5aR, avec les lymphocytes en plus (Li et al., 2013a; Rabiet et al., 2007). Le C5L2 a la méme
affinité¢ de liaison du C5a que le C5aR (K4 = 2,5 nM), mais il lie également le C5a-desArg avec une
affinité de 12 nM contre 660 nM pour le C5aR (Li et al., 2013a). Le C5a-desArg est le peptide du C5a
ayant perdu une arginine sur la région C-terminale de maniére naturelle. Le C5L2 est un récepteur a sept
domaines transmembranaires, situé a la surface des vésicules internes, mais qui n’est pas li¢ aux
protéines G comme le C5aR (Van Lith et al., 2009). Cependant, il recrute également la B-arrestine
dépendamment du ligand. Enfin, des interactions sont possibles entre le C5aR et le C5L2, mais le

mécanisme n’est pas encore connu.

3.3 VOIES DE SIGNALISATION ASSOCIEES AUX GPCR

3.3.1 La  signalisation des protéines G

Les protéines G fonctionnent comme un switch moléculaire avec une forme « on » liée au GTP et une

forme « off » liée au GDP (Stenmark, 2009) :

Protéine G PME
GDP \ EAE/

La GEF (Guanine Exchange Factor) est une protéine qui permet I’échange de GDP en GTP tandis que
GAP (GTPase-Activating Protein) catalyse la réaction inverse. La protéine G couplée au GTP est ainsi
activée et peut induire des voies de signalisation spécifique. Dans le cas du GPCR, les protéines G a, f3
et y sont activées et Ga se lie au GTP avant de se détacher tandis que G et Gy restent ensemble. Les
signalisations induites (Figure 1.8) permettent le remodelage du cytosquelette d’actine, les mécanismes
dépendant du calcium, I’adhésion de la cellule, la croissance, la prolifération, I’apoptose, la réparation

de ’ADN ou encore la survie cellulaire (Ritter and Hall, 2009; Stenmark, 2009).

PROTEINE Ga—GTP : Il existe plusieurs types de protéines Ga qui induisent une signalisation
différente. Gas active 1’adénylate cyclase et la production d’AMPc tandis que Gai I’inhibe. La sous-
unité Ga12/13 permet I’activation d’autres protéines G, comme Rho. En dernier, Gogq entraine la
production d’inositol trisphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG) en activant la PLC-B
(Phospholipase C-f).
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PROTEINES Gp/y : Le complexe permet ’activation de la PKC gréace a la production d’IP3 et de DAG
par la PLC-B membranaire. La signalisation liée a la protéine Akt est induite par la PI3K

(Phosphoinositide 3-Kinase) tandis que la voie des MAPK ERK1/2 est activée grace a Ras.
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Figure 1.8 — Signalisation liée aux protéines G
La signalisation des protéines G se fait a partir de la sous-unité o ou du complexe p/y. La protéine Ga peut étre différente selon
le GPCR (G-Protein Coupled Receptor) auquel elle est lie. Ainsi, on peut avoir une induction de la sécrétion d’AMP cyclique
(adénosine monophosphate cyclique), ou son inhibition, le remodelage de 1’actine par les Guanine nucleotide Exchange Factor
(GEF) qui activent la famille des Rho ou encore ’activation de la phospholipase C-p (PLC-$) membranaire (voir Figure 1.9)
qui entraine la production de diacylglycérol (DAG) et d’'inositol trisphosphate (IP3). L’IP3 permet le relargage du calcium
depuis le réticulum endoplasmique (r.e.) ce qui va activer, avec le DAG, la protéine kinase C (PKC). La voie MAPK/ERK
(Mitogen-Activated Protein Kinases/Extracellular signal-Regulated Kinase) est ainsi activée. Quant au complexe B/v, il active
principalement le relargage de calcium par I’intermédiaire de la PPC-f3, mais également que la voie ERK1/2 par I’intermédiaire
des protéines Src, SOS (Son Of Sevenless) et Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2). Les voies dépendantes de Akt
sont également activées grace a la production de Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP3) par la Phosphoinositide 3-
Kinase (PI3K) et ont des conséquences multiples pour la cellule. Akt peut également activer et étre activé par mTOR
(mammalian Target Of Rapamycin).

3.3.2 La signalisation calcique

Le calcium est largement impliqué lors de 1’activation du GPCR et contribue a plusieurs mécanismes
comme la prolifération cellulaire, la sécrétion d’électrolytes, la contraction du muscle, le relargage de
neurotransmetteurs ou encore l’initiation de 1’apoptose. Il provient majoritairement du réticulum
endoplasmique qui se remplit grice au calcium cytoplasmique par l’intermédiaire des pompes
Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca**"ATPase (SERCA). Le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
(PIP2) est transformé en IP3 et DAG par I’intermédiaire de la PLC (Figure 1.9) (Berridge, 2016). L’IP3

se fixe sur son récepteur a la surface du réticulum endoplasmique, qui est semblable a celui sensible a
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la ryanodine, un alcaloide végétal. Ces deux récepteurs sont des canaux calciques activés par le calcium,
mais également par I’IP3 pour le récepteur a I’IP3. Aprés activation, ils s’ouvrent pour libérer le calcium
du réticulum endoplasmique dans le cytoplasme. D’autres seconds messagers permettent de relarguer
du calcium comme le NAADP (Kiselyov et al., 2003). Le phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate
(PIP3) est régulé grace a PI3K et au Phosphatase and TENsin homolog (PTEN) présents a la membrane
plasmique. En effet, PTEN permet la synthése de PIP2 a partir de PIP3 tandis que la PI3K a une action

Inverse.

Réceptewr

Fyanodng Pampe

Figure 1.9 — Mécanisme de libération du calcium réticulaire

3.3.3 La signalisation du C5aR

Lors de I’activation du C5aR par son ligand naturel, le C5a, plusieurs voies sont activées dans les cellules
my¢éloides (Figure 1.10) (Rabiet et al., 2007). L association de Src, SOS et Grb2 permet d’activer la voie
de Ras-Raf-MERK-ERK par phosphorylations successives. La PI3K intensifie ce processus, de méme
qu’elle induit la signalisation liée a Akt. La PLC-B permet la sécrétion de calcium du réticulum
endoplasmique grace a I’IP3, mais il existe également une provenance extracellulaire du calcium par
des canaux a la membrane plasmique. De plus, les protéines GEF activées (Vavl, pRex1) vont permettre
d’échanger le GDP en GTP sur les protéines G : RhoA active ROCK1 (Rho-associated, Coiled-coil
containing protein Kinase 1) et DIAPH1 (Diaphanous Homologue 1) résultant en 1’adhérence des
cellules et au chimiotactisme, Cdc42 phosphoryle PAK 1 et PAK 2 pour induire le remodelage du
cytosquelette d’actine et Rac2 interagit avec la NADPH oxydase pour pousser a son assemblage. Toutes
ces voies vont permettre 1’assemblage de la NADPH oxydase et donc la sécrétion de dérivés réactifs de
I’oxygéne (DRO). Lors d’un contact du C5aR avec un agoniste complet comme le C5a, ’ensemble des
voies de signalisation va étre activé, ce qui permet un relargage important de DRO (Rabiet et al., 2007).
Un agoniste partiel, par contre, n’activera qu’une partie des voies de signalisation, et ce a un plus faible

niveau de stimulation.
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Figure 1.10 — Signalisation du C5aR aprés une activation par le peptide du complément C5a
Les protéines G activées par le C5aR-C5a induisent la signalisation de multiples voies, qui conduisent pour la plupart a une
activation de la NADPH oxydase, et donc a une libération de dérivés réactifs de 1I’oxygene.
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4 L’INTERNALISATION DE COMPOSES DANS LES
CELLULES HUMAINES

4.1 VOIES D’ENDOCYTOSE CHEZ LES MAMMIFERES

Dans les cellules, I’endocytose de molécules (matériel extracellulaire, ligands, protéines membranaires,
lipides...) est un processus nécessaire qui permet notamment le recyclage ou la dégradation. Cependant,
le mécanisme d’internalisation peut varier en fonction des cellules, mais également selon le composé a
internaliser. Ainsi, il existe des voies déja bien caractérisées ou encore probablement insuffisamment

caractérisées (Figure 1.11) (Doherty and McMahon, 2009).

WMasropraybose
Viode ddpendante

de ARFS 4 PragacyinLe
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Figure I.11 — Voies d’endocytose

La voie de la clathrine (1) utilise la protéine clathrine pour internaliser un composant, tandis que la voie des cavéoles (2) a
besoin de la cavéoline. La voie dépendante de ARF6 (ADP-ribosylation factor 6) (3) est indépendante de la clathrine ou des
cavéoles, mais ARF6 a un réle dans la voie de la clathrine. De plus, ARF6 est activé par ARNO (ARF nucleotide-binding site
opener) et permet 1’activation de la PLD (Phospholipase D) et de PISK (Phosphatidylinositol-4-Phosphate 5- Kinase) qui
induisent la courbure de la membrane. La macropinocytose (4) permet d’endocyter une phase fluide de grande taille, alors que
la phagocytose (4) concerne les particules solides. La flotilline (6) est impliquée dans une voie semblable a celle utilisant la
cavéoline. Enfin, le mécanisme CLIC/GEEC (Clathrin-Independent Carriers/GPI-enriched Early Endosomal Compartments)
concerne essentiellement les protéines a ancrage sur le glycosylphosphatidylinositol (GPI).

4.1.1 Voie de la clathrine (1)

L’internalisation par la clathrine est I’une des voies d’endocytose la plus étudiée et la mieux connue.
Elle utilise la protéine clathrine comme manteau pour la formation de vésicules d’endocytose et a besoin
de plusieurs étapes, décrites ci-aprés (Benmerah and Lamaze, 2002; Doherty and McMahon, 2009;
Edeling et al., 2006; Maxfield and McGraw, 2004; McMahon and Boucrot, 2011; Ramanan et al.,
2011):
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NUCLEATION : La membrane de la cellule va se déformer pour former un puits qui va concentrer les
récepteurs transmembranaires. Les protéines adaptatrices (AP1, AP2...) sont recrutées, notamment par
Eps15, et servent de connecteur entre la clathrine et les composants de la membrane (phospholipides,

protéines transmembranaires. . .).

ASSEMBLAGE DU MANTEAU DE CLATHRINE : La clathrine est une protéine constituée de trois
chaines lourdes associées par leur domaine C-terminal et ayant la forme caractéristique d’un triskele.
Elle est donc recrutée aux adaptateurs comme AP2 et s’autoassemble pour former le manteau. La force
de polymérisation va accroitre I’invagination du puits et former une vésicule. La taille des vésicules est

uniforme grace aux protéines adaptatrices.

DETACHEMENT DE LA VESICULE : Lorsque la cage de clathrine est formée et la vésicule mature,
la dynamine est recrutée par le domaine BAR. La dynamine est une GTPase qui forme un polymeére en
hélice autour de la constriction de la membrane, permettant ainsi la fission de la vésicule. Celle-ci est

relarguée a I’intérieur de la cellule.

DECAPSIDATION ET RECYCLAGE DE LA CLATHRINE : Le désassemblage du manteau de
clathrine est médié par HSC70. Les triskéles de clathrine reviennent ainsi dans le cytosol pour un

recrutement postérieur tandis que la vésicule nue rejoint le trafic intracellulaire.

4.1.2 Voie dépendante de ARF6 (3)

La protéine ARF6 (ADP-ribosylation factor 6) est une protéine G qui est impliquée dans de nombreux
mécanismes, notamment dans la voie de la clathrine, mais également dans une voie indépendante de la
clathrine et de la cavéoline. Cette voie est mal connue, mais concerne particuliérement les protéines

membranaires dépourvues de motifs susceptibles d’interagir avec AP2 (Blouin, 2013).

ARF6 est une petite protéine G qui est activée par I’échange de GDP en GTP médié par ARNO (ARF
Nuclotide-binding site Opener), une protéine GEF. ARNO est associé constitutivement a la [3-arrestine.
Lors de I'inactivation de ARF6, c’est GIT (GRK-Interacting protein), une protéine GAP, qui échange le
GTP en GDP (Drake et al., 2006).

Les récentes études décrivent cette internalisation dépendante de ARF6 comme étant liée a deux
principaux acteurs : la PIPSK (Phosphatidylinositol-4-Phosphate 5- Kinase) et la PLD (Donaldson and
Jackson, 2011; D’Souza-Schorey and Chavrier, 2006). En effet, ARF6 active la PIP5K de la membrane
plasmique, ce qui entraine 1’accumulation de PIP2 et donc une action sur le cytosquelette d’actine et le

recyclage endosomal. L’activation de la PLD et de Racl promeut également la migration cellulaire.
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4.1.3 Autres voies d’endocytose

Il existe également d’autres processus d’internalisation, certains peu connus, mais d’autres largement
étudiés comme les cavéoles, ou pour I’endocytose de solide (phagocytose) ou de phase fluide

(macropinocytose).

VOIE DES CAVEOLES (2) : Ce mécanisme est caractérisé par une invagination de la membrane
plasmique de 60 a 80 nm de diamétre, d’un aspect proche a celui des puits recouverts de clathrine et que
I’on nomme cavéole. Le constituant majoritaire est ici la cavéoline-1, mais la cavéoline-2 et -3 existent
également et concernent uniquement certaines cellules, comme le tissu musculaire pour la cavéoline-3
(Blouin, 2013). Des protéines auxiliaires jouent un role fondamental, comme la cavine-1 qui permet la
formation de la cavéole, la cavine-2 qui initie la courbure de la membrane ou encore la dynamine qui
permet la scission de la vésicule a la membrane. De par le faible niveau d’endocytose par les cavéoles a
1’état basal, les cavéoles sont des mécanosenseurs membranaires puisqu’elles peuvent s’aplanir lors d’un
stress mécanique de la membrane plasmique (étirement, choc osmotique...), rendant ainsi disponible
une portion de membrane additionnelle (Blouin, 2013). De plus, il est a noter que les cavéoles ne sont

pas présentes sur les neutrophiles (Sengelov et al., 1998).

MACROPINOCYTOSE (4): L’endocytose de phase fluide se fait par micropinocytose ou
macropinocytose, selon la taille de formation de la vésicule. Concernant la macropinocytose, la vésicule
mesure de 0,5 a 5 pm et est appelée macropinosome (Benmerah and Lamaze, 2002). Le mécanisme est
induit par des facteurs de croissance ou encore des agents mitogenes et PAK1 est fortement impliquée
en activant Racl. De plus, la PI3K, les Ras ou Src participent a la macropinocytose (Benmerah and

Lamaze, 2002; Doherty and McMahon, 2009).

PHAGOCYTOSE (5) : La phagocytose est le processus par lequel les phagocytes détruisent les
pathogenes ou des éléments endogénes comme les cellules apoptotiques. La cellule phagocytaire va
produire une extension filopodiale autour de la particule a internaliser, grace a Cdc42 qui remodele le
cytosquelette d’actine, puis il y a une internalisation dépendante de Racl (Doherty and McMahon,

2009).

FLOTILINE (6) : L’endocytose via les flotilline est un processus qui ressemble a celui des cavéoles
de par la similitude entre la cavéoline et la flotilline. Dans les deux cas, ces protéines s’associent a des
radeaux lipidiques, mais qui sont, dans le cas des flotillines, distincts des cavéolines (Blouin, 2013).
Toutefois, ici, la dynamine n’a pas de rdle dans le mécanisme d’internalisation, au contraire des
cavéoles. L’endocytose par flotilline a été mis en avant pour I’internalisation des protéines a ancrage sur

le glycosylphosphatidylinositol (GPI).

CLIC/GEEC (7): Une voie d’internalisation spécifique des protéines a ancre GPI est la voie
CLIC/GEEC. Ces protéines s’insérent dans le feuillet externe de la membrane plasmique

indépendamment de la clathrine (CLIC : Clathrin-Inpendent Carrier) (Blouin, 2013). L’internalisation
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des CLIC conduit a la création d’un compartiment endosomal riche en protéines a ancre GP1 (GEEC :
GPI-AP Enriched Endocytic Compartment), mais dépourvu de Rab5 comme ’endosome précoce. Sa

forme de croissant est caractéristique et ce mécanisme est indépendant de la dynamine.

Il est a noter que de récentes études ont montré que la membrane pouvait s’autoréparer grace a un
mécanisme d’endocytose indépendant de la dynamine mais nécessitant du calcium (Idone et al., 2008).
Le lysosome serait également un acteur de cette forme d’endocytose de réparation, en dehors de son

action dans la dégradation de protéines (Tam et al., 2010).

Concernant notre modéle d’étude, le polynucléaire neutrophile humain, il semble que toutes ces voies
d’endocytose puissent étre utilisées par les composées pour rentrer dans la cellule, mis a part pour les
cavéoles. En effet, le neutrophile n’exprime aucune cavéoline, le constituant majeur des cavéoles

(Sengelov et al., 1998).

4.2 TRI CELLULAIRE

Une fois que I’internalisation a eu lieu, les vésicules rejoignent le trafic cellulaire afin d’intégrer deux
grandes voies : celle du recyclage ou la molécule retourne a la surface de la cellule ou celle de la
dégradation ou le composé est dégradé dans les lysosomes grice aux hydrolases (Figure 1.12). Les
endosomes sont les principaux constituants de ces deux voies. Ils servent de plateforme de signalisation
pendant la transduction du signal du récepteur. Leur faible diamétre favorise 1’association
ligand/récepteur et la maintenance de 1’activité du récepteur (endosome précoce), ils peuvent user du
transport microtubulaire pour se déplacer sur de longues distances jusqu’au noyau et comportent de
nombreuses protéines résidantes qui permettent 1’assemblage de complexes structuraux (Sorkin and von

Zastrow, 2009). Enfin, leur pH acide (endosome tardif, lysosome) favorise les enzymes protéolytiques.
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Figure 1.12 — Tri cellulaire : recyclage et dégradation de protéines aprés I’endocytose dans la cellule

Aprées endocytose, les protéines transitent dans 1’endosome précoce, Rab5 est présent a la surface a cette étape. Les parties
tubulaires de I’endosome précoce maturent pour former 1I’endosome de recyclage et acquérir les marqueurs Rab11 et Espl5, la
vésicule transporte ensuite son contenu & la surface de la cellule. A I’opposé, la partie vésiculaire de I’endosome précoce forme
I’endosome tardif puis les Multivesicular Bodies (MVB) avant de fusionner avec les lysosomes qui ont la protéine LAMP1
(Lysosomal-Associated Membrane Protein 1) a leur surface. Les protéines sécrétées par le trans-Golgi peuvent ¢galement
emprunter ces voies. C’est le cas du Mannose-6-Phosphate Receptor (M6PR) qui permet le transport du Mannose-6-Phosphate
dans les endosomes précoces et tardifs ou les lysosomes avant de revenir au trans-Golgi.

4.2.1 Triet endosome précoce

Le tri cellulaire est basé sur la géométrie des organelles plutdt que sur un motif spécifique des protéines
cargo. L.’endosome de tri, ou endosome précoce, est localisé a la périphérie de la cellule et est tubulaire.
Il recoit le matériel entrant (pendant 5 a 10 min) depuis les vésicules primaires dépendantes ou
indépendantes de la clathrine. La lumicre de I’endosome est moyennement acide, ce qui facilite le
changement conformationnel des protéines qui peuvent se détacher du récepteur. Ce tri est possible
grace a des protéines spécifiques comme Rab5, PI3K ou PIP3 qui sont requises pour la fusion des puits
recouverts de clathrine avec I’endosome précoce (Grant and Donaldson, 2009; Maxfield and McGraw,

2004). Il y a trois voies possibles lors du tri cellulaire :

e Le retour a la membrane plasmique. Les cargos dépendant de la clathrine peuvent retourner
a la membrane sans passer par la voie du recyclage, car ils n’ont pas besoin de séquences
cytoplasmiques de reconnaissance et de tri.

e La voie du recyclage. La partie tubulaire de 1’endosome précoce se transloque sur les

microtubules pour permettre le recyclage a la membrane plasmique via les endosomes de

recyclage.
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e La voie de dégradation. L’endosome précoce migre le long des microtubules et devient plus

acide, acquérant également des hydrolases acides.

4.2.2 La voie de recyclage

Cette voie permet le retour des protéines endocytées ou des lipides a la membrane plasmique par
I’intermédiaire des endosomes de recyclage. L’équilibre entre 1’endocytose et le recyclage permet de
contrdler la composition de la membrane plasmique et de participer aux processus cellulaires (adhésion,

migration, polarité, transduction du signal, division cellulaire...) (Grant and Donaldson, 2009).

L’endosome de recyclage est un assemblage d’organelles tubulaires d’un diamétre d’environ 60 nm et
associ¢ aux microtubules (Maxfield and McGraw, 2004). Il peut trier les molécules allant vers
différentes destinations (ex : trans-Golgi), mais la majorité de son contenu retourne a la membrane. Sa

régulation se fait par I’intermédiaire de Rab11 et de Eps15.

Il existe deux voies de recyclage, une lente et une rapide (Grant and Donaldson, 2009; Maxfield and

McGraw, 2004) :

VOIE DE RECYCLAGE LENTE : Elle est dépendante de Rab35 qui se lie &8 AP2 sur les vésicules
recouvertes de clathrine. L’association de Rab35 avec ARF6 permet le transport du cargo a la membrane
plasmique. De plus, Rab4 est également important pour le recyclage depuis 1I’endosome précoce. Le

processus se fait donc avant le désassemblage de la clathrine sur les vésicules d’internalisation.

VOIE DE RECYCLAGE RAPIDE : Ici, une étape de maturation est nécessaire. L’endosome précoce
va étendre ses tubules pour former I’endosome de recyclage tandis que le reste de la vésicule deviendra
un corps multivésiculaire (MVB : Multivesicular Body). Pour former les endosomes de recyclage, il y

aura une perte de Rab5 au profit de Rabl1.

Lors du transport de I’endosome de recyclage a la membrane plasmique, les microtubules et I’actine ont
un role, tout comme la PLD présente a la surface de I’endosome. L’acide phosphatique permet la fission
de la membrane et le relargage du cargo tandis que le diacylglycérol permet la fusion et la fission de
I’endosome a la membrane. Il est également a noter que certaines protéines comme SNX4 préviennent

I’entrée du cargo dans la voie de dégradation.

4.2.3 La voie de dégradation

Les molécules intégrant cette voie vont passer par des endosomes intermédiaires avant d’arriver aux
lysosomes ou elles seront dégradées. Le ciblage des protéines membranaires ayant besoin d’étre sous-
régulées passe souvent par I'ubiquitination du domaine cytoplasmique. Il s’agit d’une séquence signal
composée d’ubiquitine qui induit I’invagination des membranes pour former I’endosomes tardif.
L’ubiquitination est principalement décrite comme étant un processus permettant de dégrader les

protéines cytosoliques par le protéasome, mais elle peut également jouer un réle dans la voie de

dégradation (Maxfield and McGraw, 2004).
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ENDOSOMES INTERMEDIAIRES : L’endosome précoce commence a se modifier et reconnait les
cargos et les concentre dans une région de la membrane endosomale. Ces sections forment de petites
vésicules dans la lumiére de I’endosome, ce qui donne un aspect multivésiculaire a 1’observation au
microscope ¢lectronique. On parle ainsi de corps multivésiculaire (MVB) (Davies et al., 2009). De plus,
il s’agit d’'une étape intermédiaire entre I’endosome précoce et I’endosome tardif (Gruenberg and
Stenmark, 2004). Les MVB ont une taille allant de 400 a 500 nm de diamétre, ils se déplacent le long
des microtubules jusqu’au centre de la cellule. Aprés une maturation ou le MVB perd toutes les protéines
arecycler et ou il acquiert I’habileté a fusionner avec les lysosomes grace a Rab7, on parle d’endosome
tardif (Woodman and Futter, 2008). L’endosome tardif est multicomposite et comporte des citernes, des
tubulures, des régions multivésiculaires... Il recoit les protéines nouvellement synthétisées provenant
du trans-Golgi, comme le CMH II ou le récepteur au mannose-6-phosphate (M6PR) qui permet le
transport des molécules de mannose-6-phosphate depuis le trans-Golgi jusqu’a I’endosome tardif, le
lysosome ou la membrane plasmique (Coutinho et al., 2012; Gruenberg and Stenmark, 2004; Saftig and

Klumperman, 2009).

LYSOSOMES : Aprés la fusion avec le lysosome, les vésicules sont relarguées dans I’environnement
hydrolytique ou les substrats de 1’endocytose, de 1’autophagie ou de la phagocytose sont dégradés
(Davies et al., 2009; Saftig and Klumperman, 2009). Deux classes de protéines sont essentielles a la
fonction du lysosome : les hydrolases acides et les protéines de membranes comme LAMP1 (Lysosome-
Associated Membrane Protein 1) (Saftig and Klumperman, 2009). 11 existe deux sortes de lysosomes :
les lysosomes de sécrétion et les lysosomes conventionnels (Blott and Griffiths, 2002). Ces derniers
permettent la dégradation de protéines tandis que les lysosomes de sécrétion stockent les molécules a
sécréter dans les granules et peuvent fusionner avec la membrane plasmique. Ces lysosomes particuliers
se retrouvent dans les ostéoclastes (dégradation des os) ; les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules
NK (protéine cytolytique) ; les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes B (CMH de

classe II) ; les basophiles et mastocytes (histamine, sérotonine) ou encore les neutrophiles (défensine).

4.3 TRANSPORT RETROGRADE ET TOXINES BACTERIENNES

L’appareil de Golgi est un compartiment de biosynthése et de sécrétion, cependant, les endosomes
peuvent y étre amenés, échappant ainsi aux voies de dégradation ou de recyclage. C’est ce qu’on appelle
le transport rétrograde. Ainsi, les cargos de molécules peuvent étre transportés jusqu’au trans-Golgi, aux
membranes de 1’appareil de Golgi ou parfois au réticulum endoplasmique. Le transport rétrograde
permet, par exemple, le recyclage de M6PR au trans-Golgi ou le transport de certaines protéines de
I’autophagie. La clathrine peut étre requise lors du transport rétrograde, notamment pour la déformation
de la membrane. La tubulure est ensuite faite grace au rétromere qui est aussi une protéine du manteau
et se compose de dimére Sorting Nexin (SNX) et du trimére VPS26, VPS29 et VPS35 (Johannes and

Popoff, 2008). Le rétromeére peut également induire la courbure de la membrane a la place de la clathrine.
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De nombreux pathogenes et des toxines empruntent une des deux voies principales du trafic

intracellulaire (Figure 1.13) (Mukhopadhyay and Linstedt, 2013; Sandvig et al., 2015; Sun, 2012) :

1. Internalisation — endosome précoce / endosome tardif / lysosome — translocation vers le

cytosol (HIV, toxines AB, Chlamydia, Leishmania, Listeria, toxines AB7).

Internalisation — appareil de Golgi — réticulum endoplasmique — translocation vers le cytosol
(SV40, toxines ABSY).

Les trois grands groupes de toxines sont : les toxines AB (1 sous-unité A et 1 sous-unité B) , ABS
(1 sous-unité A et 5 sous-unités B) et AB7 (1 sous-unité A et 7 sous-unités B). Dans la nomenclature,
A représente la sous-unité ayant I’activité catalytique tandis que B contient le domaine de fixation au
récepteur. Parmi les toxines ABS, on retrouve la toxine de Shiga, la toxine cholérique ou encore la toxine

pertussique, tandis que parmi les toxines AB il y a la toxine diphtérique, la toxine tétanique ou la toxine
botulinique.

Toxine diphtérique Toxine chalérique,/Shiga
pro-HB-§0F R GEY rretrane plasmeiee

/

{_ L. DN RECYOLAGH ]-
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1k
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Figure 1.13 — Transport rétrograde et trafic cellulaire des toxines diphtérique, cholérique et de Shiga

Le transport rétrograde se fait a partir de I’endosome précoce ou des voies de dégradation ou de recyclage pour aboutir dans le
trans-Golgi. Certaines toxines exploitent ce mécanisme. Ainsi, la toxine diphtérique passe dans 1’endosome précoce pour étre
relarguée dans le cytosol tandis que les toxines de Shiga ou cholérique sont transportées au Golgi, puis au réticulum
endoplasmique ou elles peuvent rejoindre le cytosol. L’activité catalytique des sous-unités A ciblent le facteur d’¢longation
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EF2, la sous-unité ribosomale 60S et 1’adénylate cyclase (AC), respectivement pour la toxine diphtérique, de Shiga et
cholérique.

4.3.1 Toxine diphtérique (AB)

La diphtérie est une infection du pharynx due a Corynebacterium diphteriae. Cette bactérie transporte
un bactériophage lysogénique contenant le géne codant pour la toxine diphtérique et sa transcription est
notamment activée par une carence en fer. L’infection se caractérise par une pseudomembrane qui se
développe dans la gorge. Ensuite, la toxine est relarguée localement et cause des inflammations du

myocarde et du tissu nerveux, ce qui peut entrainer la mort.

TOXINE DIPHTERIQUE : Elle s’organise en trois domaines : catalytique (C), de translocation (T) et
de liaison au récepteur (R). En reprenant la nomenclature, C correspond a A tandis que T et R
correspondent a la sous-unité B. La liaison de la toxine a la cellule se fait par I’intermédiaire du
précurseur au récepteur HB-EGF (Heparin-Binding Epidermal Growth Factor), nommé pro-HB-EGF
(Gillet and Barbier, 2015). Un clivage par la protéase furine intervient entre C et T pour que la toxine

puisse devenir active, les sous-unités restent cependant liées par un pont disulfure.

INTERNALISATION : La toxine diphtérique est internalisée par la voie de la clathrine et atteint
I’endosome précoce en 5 min (Gillet and Barbier, 2015). Au cours des 5 a 15 min suivantes, la toxine
est transférée jusqu’au lysosome par la voie de dégradation. Le pH acide (environ 5,3) permet le
changement conformationnel de T et la translocation de C a travers la membrane. Le pont disulfure est
réduit et C est relargué dans le cytosol. Toutes les molécules de C ne vont pas dans le cytosol, mais il

suffit d’une seule sous-unité pour tuer la cellule.

MODE D’ACTION : L’activité catalytique de la sous-unit¢ C permet 1I’ADP-ribosylation de EF2
(Elongation Factor 2) (Honjo et al., 1968). La cellule meurt suite a I’arrét de la synthése des protéines.
L’activité 1étale de la toxine diphtérique peut également étre utilisée comme thérapie pour les cancers
(Li et al., 2013b). En effet, en recombinant la toxine pour qu’elle se lie a un ligand surexprimé dans
certains cancers (ex : IL-13 dans le carcinome rénal), les tumeurs non solides, dans le sang ou la moelle

osseuse, peuvent étre inhibées.

4.3.2 Toxine cholérique (ABS)
Le choléra est une infection intestinale aigu€ due a Vibrio cholerae. Elle se caractérise par une séveére
déshydratation et une diarrhée caractéristique causées par la trop grande sortie d’eau et d’ions (sodium,

chlore) des cellules intestinales. La mort survient en moins de trois jours en absence de traitement.

TOXINE CHOLERIQUE : Elle contient un domaine enzymatique actif, A, responsable de la toxicité,
ainsi que cing sous-unités B qui permettent la fixation aux cellules de I’intestin. Celle-ci se fait grace au

monoganglioside GM1 se situant sur les radeaux lipidiques composés de gangliosides, de cholestérol,
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de sphingomyéline ou encore de protéines a ancre GPI (Doherty and McMahon, 2009). La toxine

cholérique lie cinqg GM1, a raison d’un par sous-unité B.

INTERNALISATION : L’entrée dans la cellule peut se faire par la voie de la clathrine, par les cavéoles
ou encore par une voie indépendante de la cavéoline et de la dynamine. Cela dépend de la cellule, mais
dans les cellules intestinales humaines (Caco2), I’internalisation se fait majoritairement par la clathrine
dans un processus dépendant de la dynamine (Doherty and McMahon, 2009; Wernick et al., 2010). Les
cellules avec une faible expression de cavéoline internalisent la toxine cholérique par la voie dépendante
de la clathrine (Blouin, 2013). Une fois a I’intérieur, la toxine cholérique passe dans les endosomes
précoces et de recyclage, puis est transportée au trans-Golgi en utilisant des molécules comme Rab6 et
I’actine ou des complexes de protéines comme les microtubules ou encore le rétromére (Wernick et al.,
2010). Ensuite, elle rejoint le réticulum endoplasmique, via une voie dépendante du manteau COPI dans
les cellules intestinales humaines T84. La Protéine Disulfure Isomérase (PDI) permet le déploiement de
A dans la lumiére du réticulum et la translocation dans le cytosol peut se faire grace a un canal surement

constitué de Sec61.

MODE D’ACTION : La sous-unité A est stabilisée dans le cytosol par ARF6-GTP, la protégeant ainsi
de la dégradation. L’activité¢ de A catalyse I’ADP-ribosylation de la petite protéine G alpha, Gs, qui
permet 1’activation de I’adénylate cyclase et ainsi 1’augmentation d’AMP cyclique dans la cellule
(Vanden Broeck et al., 2007). Ceci a pour conséquence une activation des canaux chlorures a la surface
des cellules épithéliales et il en résulte une sécrétion d’ions chlorure dans le milieu extérieur, de méme

qu’un déplacement important d’eau vers la lumiére intestinale.

4.3.3 Toxine de Shiga (ABS)

La toxine de Shiga est produite par Shigella dysenteriae et est responsable de désordres intestinaux,
causés par une intense inflammation et une destruction des tissus. La maladie guérie spontanément le
plus souvent, avec tout de méme des complications chez les nourrissons et les jeunes enfants. 11 existe
également des toxines Shiga-like produites par certaines souches d’E. coli (Shiga toxin-producing

E. coli : STEC).

TOXINE DE SHIGA : Elle contient une sous-unité catalytique A et cinq composés B qui forment un
pentamére et se fixent au glycosphingolipide Gb3 des radeaux lipidiques (Bergan et al., 2012). Chaque
sous-unité B peut lier jusqu’a quinze Gb3, et les cellules cibles sont diverses : épithélium rénal,
endothélium, plaquettes, systéme nerveux... Dans certaines lignées cellulaires, TLR4 permet la fixation

de la toxine de Shiga.

INTERNALISATION : L’endocytose de la toxine de Shiga se fait par plusieurs voies : une majorité
grace a une internalisation indépendante de la dynamine et de la clathrine, une partie par la voie de la
clathrine, mais il a été également montré une implication des cavéoles ou I’'utilisation d’une voie

spécifique a la toxine de Shiga (Bergan et al., 2012; Doherty and McMahon, 2009). Pendant le transport
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intracellulaire, le composé A est clivé par la furine en un petit fragment A2 et en un fragment
enzymatiquement actif A1 qui sont liés par un pont disulfure (Bergan et al., 2012). La toxine va dans
I’appareil de Golgi directement depuis 1I’endosome précoce grace a Rab6, au rétromere et a des protéines
SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein Receptor). Elle est ensuite
transportée dans le réticulum endoplasmique de maniére indépendante de COPI, mais en utilisant
I’actine, Rab6 et les microtubules. Dans la lumiére du réticulum, le pont disulfure entre les deux
fragments A est réduit et Al est transloqué dans le cytosol par le canal Sec61. Une seule molécule Al
peut tuer la cellule et seulement 4 % du fragment internalis¢ est transloqué en 4h (Bergan et al., 2012;

Sandvig et al., 2015).

MODE D’ACTION : Une fois dans le cytosol, Al inactive les ribosomes en clivant une adénine de
I’ARN 28S de la sous-unité ribosomale 60S. La synthése protéique est interrompue et entraine la mort
de la cellule. C’est ainsi que la toxine de Shiga peut étre utilisée en médecine sans modification, car Gb3
est trés exprimé dans les cellules cancéreuses (Sandvig et al., 2015). De plus, la toxine induit également
un relargage de cytokines (TNF-a, GM-CSF, IL-1, IL-6, IL-8) et une apoptose en conséquence des
dommages ribosomaux (Bergan et al., 2012; Sandvig et al., 2015).

Les exemples donnés ici montrent a quel point le mécanisme d’action de ces toxines peut étre différent,
méme si I’internalisation et le chemin intracellulaire sont identiques. La toxine cholérique est mortelle
en absence de traitement ou de réponse immune, alors que la toxine de Shiga induit une pathologie qui
se résout par elle-méme en absence de complications. Concernant le dernier cas de la toxine de Shiga,
celle-ci est également pro-inflammatoire par 1’induction de la sécrétion de cytokines et, en dehors d’une
mort cellulaire due a I’arrét de la synthése protéique, elle peut induire I’apoptose de la cellule. En regard
de I’effet de la LPV sur les cellules, la toxine de Shiga comporte de nombreux points communs au niveau

de I’activation cellulaire, notamment pour 1’apoptose (Genestier et al., 2005a).
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S LE STRESS CELLULAIRE INDUIT CHEZ LES
NEUTROPHILES HUMAINS

5.1 FORMATION DE DRO

Les dérivés réactifs de 1’oxygene (DRO) sont des espéces réactives et oxydantes essentielles a
I’homéostasie cellulaire, a la défense antimicrobienne, a la relaxation du muscle lisse, a 1’adhésion
plaquettaire, a ’apoptose... (Migdal and Serres, 2011). Leur production est médiée par la mitochondrie
et également par des enzymes. Les chaines d’électrons présentes sur la membrane interne des
mitochondries vont permettre la phosphorylation oxydative de I’ADP en ATP pour produire de

I’énergie, mais également des DRO.

DRO : L’oxygene va étre dégradé par la NADPH oxydase (NOX) en un radical superoxyde (O, — O2°
7) (Stoiber et al., 2015). La superoxyde dismutase (SOD) permet la production de peroxyde d’hydrogéne
a partir du radical superoxyde (O, ~ — H»0,). Le peroxyde d’hydrogéne génére le plus délétére
des DRO, le radical hydroxyl, en réagissant avec les métaux de transition (Fe**, Cu") (H,O;, — "OH).
Cependant, la catalase ou la glutathion peroxydase peuvent également transformer le peroxyde
d’hydrogéne en eau (H,O, — H;0). Il existe également d’autres DRO secondaires, comme les radicaux

peroxyles RO;" ou encore ’hydroperoxyde RO,H.

NADPH oxydase : La NOX permet la production de radicaux superoxydes a partir de I’oxygéne grace
au NADPH : NADPH + 20, — NADP" + H" + 20" ". 1l existe plusieurs NOX qui sont localisés dans
la membrane plasmique ou dans certains granules (Migdal and Serres, 2011). La NOX des cellules
phagocytaires est NOX2, elle se compose d’un site catalytique présent sur la membrane plasmique et de
protéines régulatrices qui se trouvent dans le cytosol. Aprés stimulation, les protéines régulatrices du

cytosol migrent vers la membrane pour s’associer au cytochrome bssg, rendant ainsi NOX2 active.

STRESS OXYDATIF : Lorsqu’un déséquilibre se produit entre la production de DRO et les capacités
antioxydantes de la cellule, on parle alors de stress oxydatif (Migdal and Serres, 2011). Par exemple, il
peut y avoir une production excessive de DRO lors du vieillissement, dans 1’athérosclérose, le cancer
ou une intoxication aux métaux lourds. Dans le sens inverse, une diminution des antioxydants se fait
lors de carence alimentaire, d’obésité ou de tabagisme. Les DRO sont responsables de modifications
déléteres comme une oxydation des acides aminés et de la chalne polypeptidique, la formation de

protéines carbonylées ou encore la peroxydation lipidique.

5.2 AUTOPHAGIE

L’autophagie est un procédé ou le cytosol et les organites sont séquestrés dans des vésicules a double
membrane qui vont fusionner avec les lysosomes pour dégrader leur contenu. Ce mécanisme a un réle

important dans la réponse au stress cellulaire, dans la voie du développement et également dans la
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suppression de tumeur, mais il peut également servir a éliminer les pathogeénes (Chargui and El May,
2014). 11 est activé par le stress oxydatif, le métabolisme du glucose, un dysfonctionnement des

mitochondries, une carence en acides aminés ou encore tout autre stress cellulaire (Dodson et al., 2013).

En premier lieu, il y a émergence d’une membrane incurvée, appelée phagophore, qui s’allonge et se

referme sur elle-méme pour donner un autophagosome a double membrane (Figure 1.14).

PHAGOPHOAL AUTOPHRACOSOME ALTOL YO L0681
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Figure 1.14 — Mécanisme de formation des vésicules d’autophagie

Celui-ci contient une partie du cytoplasme qui va étre digéré par les hydrolases lors de la fusion avec le
lysosome. L’autophagie est réalisée grace a plusieurs protéines ATG (Autophagy-Related Genes), avec,

dans 1’ordre (Shibutani et al., 2015) :

1. Le complexe ULK (serine-threonine kinase) qui se compose de ULK1 et 2, ATG13, ATG101
et FIP200. II est inhibé par mTOR et activé par I’AMPK (AMP-activated Protein Kinase).

2. ATGYIL, composé de ATGIL 1 et 2, permet, avec le complexe ULK, de recruter la PI3K
spécifique a 1I’autophagie depuis le réticulum endoplasmique.

3. Le complexe ATG14L (ATGI14L, VPS34, beclin-1, VPS15) se lie a la PI3K et permet la
synthése de PIP3.

4. Le complexe WIPI/ATG2 est recruté grace a la PIP3 qui recrute elle-méme le complexe
ATGI16L.

5. Le complexe ATG16L se compose de ATG16L, ATGS5 et ATG2. Il est localis¢ a la surface du
phagophore et permet I’ajout de la phosphatidylethanolamine sur LC3-I pour former le LC3-

PE, ou LC3-IIL.
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6. LC3-1I s’accumule donc sur la membrane de 1’autophagosome et constitue un marqueur

intéressant lors d’études de I’autophagie.

5.3 APOPTOSE

L’apoptose est une mort cellulaire programmée et impliquée dans le développement, le maintien et le
renouvellement tissulaire. Elle est en état d’inhibition quand elle n’est pas requise et peut étre induite
par des cytokines pro-inflammatoires, des radicaux libres, des toxines, des radiations, etc. (Vachon,
2006). Dans le cas du neutrophile, elle permet sa mort programmée apres 12 a 24h dans la circulation

sanguine et garantit 1’élimination des cellules agées dont le phénotype change (Adrover et al., 2016).

Plusieurs changements morphologiques sont a 1’origine de la particularité de 1’apoptose (Fink and
Cookson, 2005; McCracken and Allen, 2014; Vachon, 2006). Il y a tout d’abord un bourgeonnement
membranaire et la cellule va se vacuoliser. Une condensation nucléaire va avoir lieu et précede la
fragmentation de I’ADN. Enfin, il y aura une formation de corps apoptotiques caractéristiques, ainsi
qu’une perte de I’asymétrie membranaire, exposant ainsi les phosphatidylsérines (PS) au milieu
extracellulaire qui vont servir de signal pour la phagocytose. Si la phagocytose n’est pas possible (in

vitro, pathologies), la cellule va entrer en nécrose (Fink and Cookson, 2005).

Il 'y a trois catégories de molécules présentent a la membrane des mitochondries qui jouent un role dans
I’apoptose : les inhibiteurs (Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1...), les activateurs (Bax, Bak, Bok...), mais également
les sensibilisateurs (Bad, Bid, Bim...) qui sont pro-apoptotiques (Vachon, 2006). Concernant leurs
actions, les inhibiteurs empéchent les activateurs de former un pore a la membrane de la mitochondrie
tandis que les sensibilisateurs lient les inhibiteurs pour les empécher d’agir ou potentialisent directement
les activateurs. On retrouve deux voies bien différenciées concernant 1’activation de I’apoptose (Figure
1.15) : la voie intrinséque qui dépend de la mitochondrie et la voie extrinséque qui est activée par des

récepteurs & domaines de mort (McCracken and Allen, 2014; Vachon, 2006) :
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Figure I.15 — Voies intrinseéque et extrinséque de I’apoptose

L’apoptose peut étre activée par la voie mitochondriale (voie intrinséque) ou par les récepteurs a domaines de mort (voie
extrinséque). Les caspases initiatrices (8, 9 et 10) sont activées et permettent en retour le clivage des caspases effectrices (3 et
7) qui vont entrainer le clivage de plusieurs protéines pour aboutir a I’apoptose.

VOIE INTRINSEQUE : Les activateurs tels que Bax vont former un pore a la membrane de la
mitochondrie, induisant ainsi une perte de 1’intégrité membranaire qui permet le relargage du
cytochrome ¢ dans le cytosol. Le cytochrome c peut alors s’associer au Apoptosis Protease Activating
Factor-1 (APAF-1) et a la pro-caspase 9 pour former I’apoptosome. La caspase 9, une caspase initiatrice,

va ainsi devenir active par clivage et va pouvoir cliver elle-méme les pro-caspases 3 et 7 pour les activer.

VOIE EXTRINSEQUE : Lorsqu’un ligand se fixe sur le récepteur a domaine de mort (récepteur a Fas,
TNF-a, TRAIL), il y a une oligomérisation des récepteurs, ainsi qu’un recrutement du Death-Inducing
Signaling Complex (DISC). Le complexe DISC se compose du récepteur, du Fas Associated Death
Domain (FADD), qui se lie aux domaines de morts du récepteur, et de la pro-caspase 8 ou 10. DISC
permet I’activation des caspases initiatrices 8 ou 10 par clivage, entrainant ainsi I’activation des caspases

3et?.

Une fois les caspases initiatrices 3 et 7 activées, elles vont cliver de nombreux substrats (les lamines
nucléaires, ’actine, les kinases comme Akt ou ROCKI...) et provoquer les bouleversements
morphologiques évoqués précédemment. De plus, la voie extrinséque peut également activer la voie

intrinséque par le clivage de Bid (McCracken and Allen, 2014; Vachon, 2006).
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5.4 NETOSE

Récemment mise en évidence par Brinkmann et al. (2004), la NETose est considérée comme une mort
cellulaire particuliére ou le contenu interne de la cellule est relargué dans le milieu. La chromatine en
est le composant principal, accompagné d’histones et d’enzymes, ainsi que du contenu des granules de
sécrétion dans le cas des neutrophiles. Ce relargage de composés intracellulaires vers I’extérieur forme
un filet appelé NET (Neutrophil Extracellular Trap) qui pie¢ge les microorganismes dans 1’attente des

cellules phagocytaires.

La formation de ces NET, ou des structures assimilées a des NET, est un mécanisme trés ancien qui se
retrouve a travers le régne animal (hommes, souris, chats, poissons, insectes...), mais également chez
les plantes. Chez les mammiferes, la mort est initiée par les polynucléaires neutrophiles, mais également
les macrophages, les éosinophiles, les basophiles et les mastocytes (Cheng and Palaniyar, 2013;
Zawrotniak and Rapala-Kozik, 2013). Ce processus étant une découverte récente, les recherches sont
concentrées essentiellement sur le phénoméne de NETose induite par les neutrophiles. De plus, il n’y a
pas de signal de mort par le neutrophile, les caspases ne sont pas activées et il n’y a pas de marquage
positif a la F-actine, écartant ainsi les hypothéses d’apoptose ou de nécrose (Almyroudis et al., 2013;
Remijsen et al., 2011a; Wartha et al., 2007). Toutefois, il a ét¢ démontré que I’autophagie et 1’activation
de la NADPH oxydase NOX2 étaient nécessaires, du moins dans le cas d’une stimulation par le phorbol

myristate acétate (PMA).

INDUCTION : Le signal activant la NETose peut avoir différentes origines : bactéries (Staphylococcus
aureus, Borrelia burgdorferi, Mycobacterium tuberculosis), champignons (Aspergillus, Candida
albicans), virus (VIH) ou encore parasites (Toxoplasma gondii, Leishmania amazonensis) (Brinkmann
and Zychlinsky, 2012; Kaplan and Radic, 2012). Cependant, des éléments endogeénes peuvent également
induire le relargage de NET comme les anticorps, les plaquettes, certains peptides inflammatoires
(IL-8, TNF-a, peptides du complément), la stimulation de récepteurs (TLR, Fc) ou par des produits
chimiques dont la thapsigargine (augmente le calcium cytosolique) ou le PMA (active les kinases)
(Kaplan and Radic, 2012; Remijsen et al., 2011b; Wartha et al., 2007; Zawrotniak and Rapala-Kozik,
2013).

EVENEMENTS (Figure 1.16) : Aprés 1’activation de la NETose, le calcium intracellulaire va
augmenter et la PKC sera activée, poussant ainsi a 1’assemblage de la NADPH oxydase (NOX2). La
sécrétion de DRO entraine une perméabilisation de la membranaire nucléaire, permettant a 1’élastase de
neutrophile (EN) et a la myélopéroxydase (MPO) de se transloquer dans le noyau (Brinkmann and
Zychlinsky, 2012; Kaplan and Radic, 2012; Zawrotniak and Rapala-Kozik, 2013). La, I’EN va dégrader
les histones H1 pour induire la décondensation de la chromatine que va potentialiser la MPO. La
peptidylarginine déiminase 4 (PAD4) va citrulliner les histones H3 pour augmenter la décondensation

de la chromatine. Comme la membrane nucléaire est endommagée, la chromatine va s’étendre dans le
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cytoplasme pour se mélanger aux facteurs antimicrobiens et au contenu des granules de sécrétion. Enfin,
la membrane plasmique se rompt pour libérer les filets de chromatine et ses constituants. Cependant, la
cellule pourrait survivre a ce phénoméne, comme 1’ont supposé Cheng et Palaniyar (2013). Cela a été
montré sur les éosinophiles, qui sont viables apres le relargage de leurs Eosinophil Extracellular Traps
(EET) (Yousefi et al., 2008). Toutefois, la mani¢re dont les neutrophiles survivraient aprés le relargage
de leur NET est encore sujette a discussion, et dépendrait également du stimulus appliqué pour induire

la NETose (Cheng and Palaniyar, 2013).
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Figure 1.16 — Mécanisme de la NETose

La NETose est induite par des pathogenes (virus, parasites, bactéries) ou par des ¢léments endogénes. L’activation va résulter
en la sécrétion de dérivés réactifs de I’oxygeéne (DRO) et en la formation de vésicules autophagiques. Ces deux événements
sont essentiels et permettent a la myélopéroxydase (MPO), a I’¢lastase de neutrophile (EN) et a la peptidylarginine déiminase
4 (PAD4) de décondenser la chromatine. La membrane nucléaire va se dégrader et libérer la chromatine dans le cytoplasme.
Enfin, la membrane de la cellule se rompt et le contenu cytoplasmique (chromatine, protéines des granules de sécrétion,
histones...) est relargué dans le milieu extérieur pour former un filet pouvant piéger les pathogenes et avoir une action délétere
sur eux.

ACTION SUR LES MICROORGANISMES : L’ADN relargué va empécher la dissémination jusqu’a
permettre aux autres cellules de I'immunité d’arriver sur le site de I’infection, en particulier les
macrophages qui vont phagocyter les pathogeénes. De plus, une grande concentration de facteurs
antimicrobiens vont également jouer un réle déterminant (Brinkmann and Zychlinsky, 2012; Kaplan
and Radic, 2012; Zawrotniak and Rapala-Kozik, 2013) : les histones — majoritaires dans les NET — sont

bactéricides, tout comme la MPO et la EN ou encore les peptides antimicrobiens (défensines,
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cathélicidines). Les chélateurs d’ions ont une action antifongique (calgranuline, chélateur de zinc) ou
bactéricide (lactoferrine, chélateur de fer), tandis que les protéases (EN et protéinase 3) inactivent les

facteurs de virulence du pathogéne.

La NETose semble donc étre une mort cellulaire importante dans la lutte contre les pathogenes.
Néanmoins, les microorganismes ont développé des mécanismes de résistance, en particulier les

bactéries (Arazna et al., 2013) :

e Capsule polysaccharidique: Elle prévient la phagocytose et empéche 1’action
d’immobilisation des NET tout en protégeant contre la mort de la bactérie.

e Altération des charges électriques a la surface : Les charges positives a la surface de S. aureus
empéchent la fixation des peptides antimicrobiens cationiques. Afin de changer les charges de
la bactérie, des modifications sont effectuées comme une aminoacétylation du
phosphatidylglycérol (géne mprF) ou 1’ajout d’une D-alanine (opéron DIt).

e Formation de biofilm.

e Inhibition des NET par des DNase (Staphylococcus aureus, Sdal chez les streptocoques de
groupe A) qui clivent ’ADN.

e Inhibition des ROS griace a la catalase de certaines bactéries (S. aureus) qui permet de
transformer le peroxyde d’hydrogene en eau avec la production d’oxygéne, ce qui améne un

environnement aérobie.

Des anomalies du mécanisme de la NETose peuvent également induire certaines maladies comme le
lupus érythémateux disséminé ou la vascularite, car la MPO, I’ADN et les histones sécrétés jouent un
role d’auto-antigénes (Diamantopoulos, 2013). Les traitements pour lutter contre une sécrétion de NET
anormale sont basés sur 1’utilisation d’anticorps anti-histones, d’anti-protéases, de DNase ou encore

d’inhibiteurs de MPO ou PAD4 (Cheng and Palaniyar, 2013; Kaplan and Radic, 2012).
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6 OBJECTIFS DE LA THESE

Les récentes avancées sur la détermination des récepteurs des leucotoxines, de méme que la
compréhension de mécanismes cellulaires récents (autophagie, NETose), posent la question de savoir
ce que les leucotoxines entrainent comme bouleversements lorsqu’elles se fixent sur leur cellule cible.
En effet, la fixation d’une toxine a un GPCR peut, par exemple, induire une signalisation biaisée, car
elle ne fonctionne pas de la méme maniére qu’un agoniste naturel. C’est le cas du C5aR, ou le peptide
du complément C5a induit une libération du calcium intracellulaire trés rapide et bréve sur les PNN,
tandis qu’avec HIgC/HIgB, ce processus met plus de temps a se mettre en place et le calcium diminue
plus lentement. Quant a la LPV, ’augmentation du calcium intracellulaire se fait aprés une phase de

latence longue pour atteindre finalement un plateau (Tawk et al., 2015).

Ainsi, ces deux leucotoxines ne semblent pas avoir la méme signalisation que le C5a, mais entrainent
également entre elles, une activation de la cellule différente. Connaitre le mode d’action de ces toxines
est essentiel, surtout en regard de la prévalence importante de souches résistances a de multiples
antibiotiques et des échecs répétés des vaccins ciblant la bactérie elle-méme. Les leucotoxines sont, de
maniére générale, des facteurs de virulence aggravant I’infection a S. aureus et il pourrait étre utile de
développer des stratégies thérapeutiques les ciblant préférentiellement, afin d’apporter un élément en

plus dans les options de traitement.

Cette thése s’est tout d’abord intéressée a savoir si la LPV et HlgC/HlgB étaient internalisées dans la
cellule, car ceci invaliderait donc I’hypothése d’un pore a la membrane cytoplasmique. Cela a été
suggéré que la LPV pourrait étre internalisée dans la cellule et méme dans la mitochondrie (Genestier
et al., 2005a). De plus, la question du devenir de la toxine & I’intérieur de la cellule s’est également
posée, tout comme de connaitre I’effet délétére de la présence de ces toxines sur des temps longs
d’exposition. Enfin, il a été nécessaire de revoir les conditions de maintenance des neutrophiles, utilisés
majoritairement comme mod¢le d’étude au laboratoire, et également d’étudier I’effet des leucotoxines
sur d’autres types cellulaires plus stables comme les macrophages. Les travaux développés dans ce

manuscrit s’articulent ainsi en trois parties :

e Développement d’un modéele alternatif aux neutrophiles.
o FEtude de ’internalisation et du transport de la toxine dans la cellule.

e Caractérisation de I’apoptose et de la NETose lors d’un contact avec les leucotoxines.
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1 MATERIELS

1.1 SOLUTIONS & TAMPONS

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

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

TAMPON BORATE : 100 mM acide borique, pH 8,4 (NaOH)

TAMPON EGTA : 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM glucose, 10 mM Hepes, 0,1 mM EGTA, pH 7,3
(Tris-base)

TAMPON HBSS-HEPES 20 mM : 1,3 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl»-6H,0, 0,4 mM MgS0O4-7H,0, 5,4 mM
KCl, 0,4 mM KH;POs, 4,2 mM NaHCO3;, 138 mM NaCl, 0,4 mM Na,HPO,, 5,6 mM D-Glucose, 20
mM HEPES, pH 7,4

TAMPON RIPA/TRITON X100 : 50 mM Tris, 300 mM NaCl, 2 % (v/v) NP-40, 2 % (p/v) désoxycholate
de sodium, 0,2 % SDS (p/v), 0,2 % Triton X100 (v/v), pH 7,6

1.2 ANTICORPS

1.2.1 Anticorps primaires

MARQUAGE REFERENCE / FOURNISSEUR A:;I\:IEL
. sc-7089, Santa Cruz Biotechnology polyclonal
CSaR C-ter humain (Heidelberg, Allemagne) cheévre
- }? SaR C-ter non phosphorylé ab59390, Abcam (Cambridge, UK) polycl.onal
& | humain lapin
B CSaR C-ter phosphorylé (S334) sc-53793, Santa Cruz Biotechnology monoclp nal
= | humain souris
-y B :
= CSaR C-ter phosphorylé (S338) ab61022, Abcam polycl.onal
E) humain lapin
C5aR N-ter humain MAB3648, R&D (Minneapolis, USA) mo::lfrli‘;nal
TLR4 humain ab30667, Abcam monoclonal
souris
HlgC produit au laboratoire P olycl'onal
lapin
HigB produit au laboratoire polycl.onal
lapin
LukF-PV produit au laboratoire P olycl'onal
lapin
LukS-PV f(ab’)? produit au laboratoire poll};;li(r)lnal
LAMP1 humain sc-20011, Santa Cruz Biotechnology mo::ucrli(;nal
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RABI11a humain sc-166523, Santa Cruz Biotechnology m";l:lfrli‘;nal
RABS humain sc-46692, Santa Cruz Biotechnology mo::ucrli(;nal
M6PR humain ab2733, Abcam monoclp nal
souris
PDI humain sc-74551, Santa Cruz Biotechnology monoclp nal
souris
Caspase-8 p18 humain sc-7890, Santa Cruz Biotechnology poll};;li(r)lnal

é Caspase-9 p10 humain sc-7885, Santa Cruz Biotechnology p 011};;?31

[

3 PI3K p85a (Tyr 508) humain sc-12929, Santa Cruz Biotechnology poll};;li(r)lnal
ERK 1/2 (Thr202, Tyr204, Thr185, | 05-797R, EMD Millipore (Billerica, polyclonal
Tyrl87) USA) cheévre
Elastase de neutrophile humain ab21595, Abcam poll};gli(r)lnal

. L10382, Thermo Fisher Scientific polyclonal
LC3B humain (Waltham, USA) lapin
Tableau I1.1 — Anticorps primaires utilisés
1.2.2 Anticorps secondaires
MARQUAGE FLUOROCHROME REFERENCE / ANIMAL UTILISATION
FOURNISSEUR HOTE
IgG chévre . A
, DyLight 594 A50-207D4, Bethyl ane
H&L f(ab’)? yHg y Colocalisation :
i - C5aR C-ter / Toxines

IgG lapin H&L | 1y iohia88 | 120-216D2, Bethyl | ane
f(ab’),

22 1 1 .
ng f(ab’) . A120-212D4, ‘ colocallsatlon :
lapin I’{&L DyLight 594 Bethyl cheévre | _ Toxines / Endosomes

f(ab’). - Toxines / C5aR C-ter
IgG souris . n - Toxines / TLR4

, DyLight 488 A90-242D2, Bethyl ane

H&L f(ab’), yHe Y - C5aR C-ter / Endosomes
. " - C5aR C-ter

1gG lapl? H&L Alexa 555 A-21430, L.l N chévre | - Elastase de neutrophile

f(ab’), Technologies LC3B

Tableau I1.2 — Anticorps secondaires utilisés

1.3

DROGUES

Le YM-59483 et le trans-Ned-19 proviennent de Tocris Bioscience (Bristol, United Kingdom). Le W-
54011 et le SB-290157 proviennent de Calbiochem (EMD Millipore, MA, USA). Les autres inhibiteurs

(Thapsigargin, lonomycin, Bafilomycin A1, GPN et DPI), le Triton X-100 et les sels proviennent de

Sigma-Aldrich.




Chapitre II - Matériel et méthodes

REFERENCE / | CONCENTRATION TEMPS
PRODUIT , EFFET
FOURNISSEUR UTILISEE D’INCUBATION
Carbonyl cyanide 3- 0452, Tocris . Df:polarlse !es
chlorophenylhydrazone Bioscience 10 uM 15 min mitochondries
(CCCP)
Phorbol 12-myristate 13- . . . Controle (+)
acetate (PMA) Sigma-Aldrich 50 nM divers NETose
. . . ole (+
Puromycine Sigma-Aldrich 18,4 uM 6h Contrle (+)
apoptose

Tableau I1.3 — Composés chimiques utilisés comme contrdle positif

2 CELLULES HUMAINES

2.1 PURIFICATION DES NEUTROPHILES ET DES MONOCYTES

2.1.1 Séparation sur gradient de Ficoll

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) et les monocytes humains sont purifiés a partir de concentrés
leuco-plaquettaires sanguins (« buffy coat »), obtenus auprés de I’Etablissement Frangais du Sang
(Strasbourg, France) moins de 24 h aprés le prélévement. Un gradient de densité de Ficoll® et de
diatrizoate (densité = 1,077) est utilisé afin de séparer les cellules mononuclées (lymphocytes,

monocytes) des PNN et des érythrocytes.

Le concentré cellulaire (40-50 mL) est dilué au 1/3 dans une solution de NaCl 0,9 % (p/v) et 30 mL sont
déposés dans chaque tube sur 12 mL de milieu de séparation des lymphocytes (Eurobio, Les Ulis,
France). Une centrifugation sans frein est effectuée a 800 X g pendant 20 min et les différentes phases

sont ainsi séparées.

Buffycoat

¥ T Plasmaricheen plaquettes
: : 30— —

800 xg 25— 1]
sans frein 20— 4

Lymphocytes, monocytes

Milieude séparation

15—

Milieude séparation PNNs, érythrocytes

Figure I1.1 — Purification des cellules leuco-plaquettaires sanguines.
Un gradient de Ficoll® et de diatrizoate permet de séparer les différents types cellulaires contenus dans le « buffy coat ». Le
culot est constitué des PNN et des érythrocytes, puis vient le milieu de séparation, les cellules mononuclées et enfin le plasma.
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2.1.2 Purification des neutrophiles

Le culot contenant les érythrocytes et les PNN est récupéré et additionné de 30 mL de NaCl 0,9 % et de
10 mL de Dextran 6 % (p/v) (Sigma-Aldrich). Aprés 30 min de sédimentation, le surnageant contenant
les PNN est transféré dans un nouveau tube et centrifugé 5 min a 1700 X g. Le culot est remis en
suspension dans 500 puL. de NaCl 0,9 % pour procéder a un choc osmotique permettant d’éliminer les
globules rouges résiduels : on ajoute 18 mL d’eau MilliQ pendant 45s, puis I’osmolarité est rétablie par
2 mL de NaCl 9 % (p/v). Une nouvelle centrifugation a 1 700 X g pendant 5 min est effectuée, afin de
laver les cellules et le culot est repris dans du tampon EGTA. Aprées une centrifugation a 1 700 X g
pendant 5 min, les PNN sont récupérés dans du RPMI supplémenté de 10% (v/v) de sérum de veau feetal
décomplémenté (SVF) (PAN Biotech GmbH, Allemagne) et laissés au repos pendant 1h. Finalement, la
suspension est centrifugée 5 min a 1 700 X g et les cellules sont filtrées sur un tamis de 70 um (Becton

Dickinson, Le Pont-De-Claix, France) afin d’éliminer les agrégats.

2.1.3 Purification des monocytes

Pour la purification des monocytes humains, les étapes sont réalisées stérilement sous hote a flux
laminaire. L’anneau contenant les cellules mononuclées est récupéré avec le plasma et transféré dans un
nouveau tube. Une centrifugation a 700 X g est effectué pendant 10 min, puis le culot est repris dans du
NaCl 0,9 %. Les tubes sont assemblés deux & deux afin de procéder a la lyse osmotique. Dix-huit mL
d’eau MilliQ sont ajoutés pendant 40s, puis I’osmolarité est rétablie par 2 mL de NaCl 9 %. A cette
étape, les deux tubes sont assemblés et une centrifugation de 10 min a 700 X g est effectuée. Le culot est
repris dans du tampon EGTA. Trois centrifugations de 10 min a 700 X g permettent ensuite d’éliminer
les lymphocytes. Puis, aprés une dernicre centrifugation, le culot est repris dans le milieu approprié

(milieu de congélation ou milieu de différenciation).

2.2 DIFFERENCIATION DES MONOCYTES EN MACROPHAGES

Les cellules sont mises en suspension a une concentration de 5.10° cellules/mL dans le milieu suivant :

e 90 % (v/v) RPMI-1640 (PAN Biotech GmbH, Allemagne)

e 5% (v/v) de sérum humain AB male décomplémenté

e 2 mM de glutamine (glutaMAX, Gibco®, InVitrogen, Paisley, UK)

e 0,1 % (p/v) de pénicilline/streptomycine (Gibco®, InVitrogen, Paisley, UK)

e 1 ng/mL de GM-CSF
Le sérum humain est de groupe AB et de donneur masculin, afin de permettre une meilleure
compatibilité avec les cellules provenant de donneurs différents. Il est obtenu auprés de 1’Etablissement

Frangais du Sang (Strasbourg, France). Le GM-CSF (Thermo Fisher Scientific) permet de différencier

les monocytes humains en macrophages de type 1 qui sont impliqués dans la réponse inflammatoire et

la suppression des tumeurs (Rey-Giraud et al., 2012).
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Les cellules sont cultivées dans des flasques de 125 cm? ou elles adhérent et dans un incubateur a 37°C
sous 5% de CO,. Le milieu est changé deux fois par semaine et les monocytes se différencient au bout
de cinq jours de contact avec le GM-CSF. Les monocytes non différenciés sont éliminés pendant les
lavages lors des changements de milieu, car ils se décollent de la flasque alors que les macrophages
adhérent fortement au plastique. Les macrophages dérivés de monocytes peuvent étre maintenus en

culture pendant trois semaines.

2.3 LIGNEES CELLULAIRES U937 ET U937-CS5AR

La lignée des cellules U937 dérive d’un lymphome histiocytaire humain et comporte les caractéristiques
des cellules tumorales et également des monocytes (Sundstrém and Nilsson, 1976). La lignée U937-
C5aR a été transfectée pour exprimer le récepteur C5aR humain (Kew et al., 1997). Ces deux lignées

ont été généreusement données par le Pr. Jos A. van Strijp (Utrecht, Pays-Bas).

Les cellules sont cultivées en suspension dans un milieu RPMI supplémenté de 10% (v/v) de SVF
décomplémenté et de 0,1% (p/v) d’antibiotiques (Pénicilline/Streptavidine), a 37°C, 5% de CO,. Le

milieu est changé tous les trois jours.

2.4 CONGELATION DES CELLULES

Les monocytes humains et les cellules de la lignée U937 peuvent étre gardés dans de I’azote liquide.

Apres la purification, les cellules sont donc reprises dans du milieu de congélation :

e 50% (v/v)de SVF
o 42 % (v/v) de RPMI
o 8% (v/v) diméthyl-sulfoxide (DMSO)

Des aliquotes de 1,8 mL sont préparées et congelées a -80 °C dans un bain d’isopropanol pendant 24 h.
Les tubes sont ensuite transférés dans de ’azote liquide. La décongélation des cellules se fait en

réchauffant les tubes a 37°C pendant 2 min.

3 TESTS DE L’ACTIVITE DES LEUCOTOXINES

3.1 EXPRESSION ET PURIFICATION DES LEUCOTOXINES

Afin de produire les leucotoxines, les génes restreints aux proté€ines sécrétées sont fusionnés a la
glutathion-S-transférase (GST) et exprimées dans E. coli BL21 (Baba Moussa et al., 1999b). Le tag GST
a une activité enzymatique qui permet la quantification de la surexpression, ainsi que la co-purification

sur colonne d’affinité GST.
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PROTOCOLE : Les bactéries sont cultivées dans le milieu 2 x TY (bactotryptone 17 g/L, extrait de
Bacto-levure 10 g/L, NaCl 5 g/L), puis l'expression des protéines est induite par 0,2 mM d'IPTG. Les
protéines de fusion leucotoxines-GST sont purifiées par chromatographie d'affinité sur une colonne
glutathion-Sepharose 4B™ (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Puis le tag GST est éliminé grace a
la PreScission® Protease (GE Healthcare). Ensuite, les leucotoxines sont purifiées par chromatographie
d’échange d’ions pour LukS-PV, LukF-PV et HlgC ou d’interactions hydrophobes pour HigB (Baba
Moussa et al., 1999a; Gravet et al., 1998; Werner et al., 2002). La pureté des protéines est vérifiée par
SDS-PAGE 10 a 15 % (p/v) et par immunoprécipitation radiale double en gel d’agarose 0,6 % (p/v)

contre des antigénes natifs. Les protéines sont ensuite stockées a -80 °C.

3.2 COUPLAGE A UN FLUOROCHROME

Un fluorochrome peut étre couplé aux leucotoxines afin de permettre certaines analyses comme la
détermination de la constante de dissociation. Les toxines sont dépourvues naturellement de cystéine,
mais il est possible d’en ajouter par mutagenese dirigée a 1’endroit désiré. Les protéines utilisées sont
LukS-PV G10C et HigB S27C. Le thiol (-SH) de la cystéine peut réagir avec une fonction maléimide

greffée sur un fluorochrome.

PROTOCOLE : Les cystéines des protéines sont réduites par 20 mM de Dithiothreitol (DTT). La
fluorescéine-5-maléimide (FSM ; M = 427 g/mol, Aex = 488 nm, Aem = 521 nm,
£490nm = 81 900 M"'.cm™ ; Molecular Probes, Lerden, Pays-Bas) est préparée dans du diméthyl-
sulfoxide (DMSO). La réaction s’effectue a pH 7,8, en présence de 30 a 60 uM de protéine cible dans
un volume de 300 a 500 pL et d’un excés molaire de FSM de 20 a 50 x selon la leucotoxine, dans du
tampon A. Aprés 2h d’incubation a température ambiante a 1’obscurité, ’excés de FSM est éliminé par
un dessalage sur une colonne d’exclusion PD10 (GE Healthcare) dans du tampon B. Les fractions de
0,5 mL ayant une absorbance a 280 nm sont rassemblées. Le degré de couplage est estimé en rapportant
la concentration de fluorescéine (DO490nm) de la solution a la concentration protéique déterminée par un
dosage de Bradford. Ce rendement de marquage doit étre compris entre 80 % et 120 % pour que la

protéine marquée soit utilisable. Les toxines marquées a la fluorescéine sont notées par le symbole *.

3.3 DETERMINATION DE LA CONSTANTE DE DISSOCIATION, K4

3.3.1 Cytométrie en flux

La cytométrie en flux permet d’analyser les cellules de maniére individuelle et rapide, grace a la mesure
de la lumicre diffractée par les cellules, dépendante de paramétres physiologiques comme la taille ou la
granularité. Il est possible de détecter la fluorescence provenant directement de la cellule ou d’un
marquage spécifique. Le cytométre en flux FACSort® (Becton-Dickinson, Le Pont de Claix, France)

fait passer les cellules en suspension dans un flux continu d’une solution isoosmotique — liquide de gaine

—, permettant ainsi 1’individualisation des cellules transitant devant le faisceau incident.
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Un laser a argon (488 nm) va exciter la cellule et celle-ci va émettre ainsi différents signaux lumineux
recueillis par les systémes optiques de I’appareil. La lumiere diffractée entre 3° a 10° par rapport au
rayon incident (diffraction a petit angle, FSC « Forward Scatter ») permet d’estimer la taille des cellules.
La lumiére réfractée a 90° par rapport au rayon incident (réfraction aux grands angles, SSC « Side
Scatter ») est une estimation de la complexité interne de la cellule. La fluorescence peut étre quantifiée
a trois longueurs d’onde d’émission : 530 nm (FL1), 585 nm (FL2) et 650 nm (FL3). Les données sont

enregistrées et traitées grace au logiciel Cell Quest Pro® (Becton-Dickinson).

3.3.2 Kg des leucotoxines

La constante de dissociation (Kq) est I’inverse de I’affinité et mesure la dissociation entre deux
composés, dans notre cas entre un ligand et son récepteur. Afin de calculer le K4 des leucotoxines
couplées a la fluorescéine, la cytométrie en flux est utilisée pour mesurer la quantité de protéines fixée

a la surface de la cellule.

PROTOCOLE : Une suspension cellulaire a 5.10° cellules/mL est incubée a des concentrations
croissantes (voir ci-aprés) de LukS-PV*, LukS-PV*/LukF-PV et HigC/HIgB* jusqu’a I’équilibre a

20 min. La fluorescence de la fluorescéine associée aux cellules est mesurée au cytomeétre en flux a FL1.

LukS-PV*

HigC/HlgB*
LukS-PV*/LukF-PV

Neutrophiles 0/0,01/0,025/0,05/0,1/0,25/0,5/|0/0,025/0,05/0,1/025/0,5/1/2/

Macrophages 1/2/5/10nM 5/10/20 nM
U937 0/0,1/0,25/0,5/1/2/5/10/20/ | 0/0,025/0,05/0,1/0,25/0,5/1/2/
U937-C5aR 25 nM 5/10/20nM

Tableau I1.4 — Concentration des leucotoxines utilisées

Le logiciel GraphPad Prism (La Jolla, USA) permet de calculer le Kq grace a une régression non linéaire
des valeurs de fluorescence en fonction de la concentration de la protéine marquée. La formule de
régression non linéaire « one site binding » est la suivante :

Bmax X x

YT TR, + x

ou x est la concentration de la leucotoxine marquée (en M), Bmax est la fixation maximale (unité
arbitraire), y est la fluorescence de la fluorescéine (unité arbitraire) et K, est la constante de dissociation

(en M).
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3.4 DETERMINATION DU CALCIUM INTRACELLULAIRE

3.4.1 Spectrofluorimétrie

La spectrofluorimétrie permet 1’excitation de marqueurs fluorescents par une longueur d’onde
d’excitation choisie, et également la mesure du spectre d’émission sélectionné. Le spectrofluorimétre
Kontron 4000 (Deltascan™, PTI, Birmingham, USA) est constitué d’une lampe au Xénon de 75 W
générant, grace a un miroir rotatif, deux faisceaux lumineux envoyés chacun dans un monochromateur
d’excitation (1 et 2) qui traversent une cuve en plastique (trajet optique de 1 cm) contenant la suspension
cellulaire a étudier. La fluorescence réémise est analysée a un angle de 90° par deux monochromateurs
d’émission (A et B), reliés & deux photomultiplicateurs et deux détecteurs. Le programme Felix® (PTI)
assure le pilotage du spectrofluorimétre et le traitement des variations de fluorescence, de manicre

simultanée et en temps réel, correspondant aux 4 couples excitation-émission : 1A, 1B, 2A, 2B.

3.4.2 Sonde Fura-2

Les variations de concentration libre intracellulaire en Ca®* ([Ca®'])) sont mises en évidence par le
Fura 2/AM (Santa-Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany). La liaison du calcium avec cette sonde
ratiométrique entraine une variation de D’intensité de fluorescence et un déplacement du spectre
d’excitation. Les mesures se font a deux longueurs d’onde d’excitation (340 et 380 nm) et une longueur
d’onde d’émission (510 nm). L’intensité de fluorescence du Fura-2 augmente suite a la fixation du Ca®*
lorsqu’elle est excitée a 340 nm, alors qu’elle diminue a 380 nm. Le ratio de la fluorescence a ces deux
longueurs d’onde d’excitation permet de suivre la variation de la concentration du calcium intracellulaire

en s’affranchissant du photo-blanchiment et de la concentration de la sonde dans les cellules.

PROTOCOLE : La sonde est acétométhylée, afin de faciliter son incorporation dans la cellule. Les
PNN 2 une concentration de 3,5.10° cellules/mL sont incubés 45 min a température ambiante (TA) avec
la sonde (4 uM) dans du RPMI/10% SVF. Apres deux lavages, les cellules sont filtrées sur tamis de
70 um et prétes a I’emploi. La concentration de calcium est estimée par la formule suivante

(Grynkiewicz et al., 1985) :
[Ca?*]; = K; X B X (R — Rmin)/(Rmax — R)

ou Ky est la constante de dissociation du Fura-2 pour le Ca** (340 nM, Grynkiewicz et al., 1985) et

B = I330 max / I330 min (3,57 £ 1,34). Les valeurs de R, Rmin €t Rimax sont déterminées a chaque fois.

3.5 DETERMINATION DE L’APOPTOSE ET DE LA NECROSE

3.5.1 Perméabilisation au BEt

Le bromure d’éthidium (BEt) est utilis¢é comme marquage de la perméabilisation membranaire. En effet,
il entre dans la cellule lorsque la membrane plasmique est endommageée et se lie aux acides nucléiques

sur les régions doubles brins. Il est excité a 526 nm et émet une fluorescence orange-rouge a 605 nm.
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PROTOCOLE : Les cellules sont mises en contact pendant 10 min avec 3 pg/mL de BEt (GE

Healthcare). L analyse est effectuée au cytomeétre en utilisant FL3.

3.5.2 Sonde de potentiel mitochondrial JC-1

L’apoptose est un processus cellulaire induisant une série d’événements programmeés qui conduit a la
mort de la cellule. Des modifications de la mitochondrie sont visibles, incluant, entre autres, une perte
du potentiel de membrane (A¥m). Pour cette raison, A¥Ym peut étre utilisé comme un indicateur de 1’état

de la cellule.

La sonde lipophile cationique JC-1 (AAT Bioquest, Sunnyvale, USA) s’accumule dans les
mitochondries en fonction du potentiel de membrane et passe d’une fluorescence verte a orange. Cette
propriété est due a la formation réversible d’agrégats de JC-1 lorsque la membrane de la mitochondrie
est polarisée. Lors d’une dépolarisation des membranes des mitochondries, il y a donc un décalage du
spectre d’émission a une excitation de 490 nm, passant ainsi d’une fluorescence orange (590 nm,
agrégats de JC-1, membrane polarisée) a une fluorescence verte (530 nm, monomeéres de JC-1,
membrane dépolarisée). Pour que ce décalage puisse avoir lieu, la majorité des mitochondries sont donc

atteintes.

Membrane dépolarisée
(0 mV)

dépolarisation

Membrane polarisée
(-180 mV)

Membrane polarisée
(- 60 mV)

Figure I1.2 — Distribution de la sonde JC-1 dans la cellule.

La polarisation de la membrane plasmique (- 60 mV) permet a JC-1 d’entrer dans la cellule pour s’accumuler dans le cytoplasme
sous forme de monomeres (fluorescence verte). Lorsque les membranes des mitochondries sont polarisées (- 180 mV), JC-1 se
localise dans les mitochondries en formant des agrégats (fluorescence orange). Lors d’une dépolarisation des membranes des
mitochondries (0 mV), JC-1 se trouve sous forme de monomeres et émet donc une fluorescence verte.

Le contréle positif pour cette ¢tude est le CCCP (carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone) (Tocris
Bioscience, Bristol, UK) qui conduit a une dépolarisation des membranes des mitochondries en inhibant

la phosphorylation oxydative.
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PROTOCOLE : Cing cents pL de cellules a 1.10° cellules/mL sont incubés en présence de toxines aux
temps 3h, 6h, 20h et 26h dans des tubes de cytométrie. A la fin de Iincubation, 1 pL de sonde JC-1 est
ajouté (5 M) pendant 10 min & TA. Les tubes sont lus au cytometre en utilisant le FL1 et le FL2. Pour
I’exploitation des résultats, deux zones sont délimitées grace au contrdle positif CCCP (15 min, 10 pM),
correspondant respectivement a la forme JC-1 agrégés (orange) et JC-1 en monomeéres (vert). Ceci nous

permet d’obtenir le pourcentage de cellules présentes dans chaque zone.

3.5.3 Annexine V et Iodure de Propidium

Une altération morphologique majeure intervenant lors de 1’apoptose est certainement la translocation
précoce des phosphatidylsérine (PS) depuis le cytoplasme jusqu’a la face externe de la cellule. Cette
perte de I’asymétrie membranaire peut étre détectée en utilisant les propriétés de fixation de 1’annexine
V. L’annexine V se lie aux phospholipides chargés négativement, dépendamment du calcium. Le contre-
marquage avec 1’iodure de propidium (IP) permet de faire la différence entre la cellule en phase précoce
de I’apoptose et la phase tardive ou il y aura une perte de 1’intégrité membranaire avec une entrée de

I’IP.

lodure de Propidium

" e

Annexive V

Figure I1.3 — Distribution des cellules avec Annexine V / Iodure de Propidium.

Les cellules vivantes se trouvent dans la partie basse gauche du graphique (zone bleue) et ne comportent aucun des deux
marquages. L’apoptose précoce est révélée grace a un marquage unique avec [’annexine V, présentant une fluorescence verte
(zone verte). La partie haute (zone orange) montre une fluorescence unique avec I’iodure de propidium (IP) ou un double
marquage Annexine V/IP, et correspond aux cellules en nécrose ou dont la membrane est perméabilisée.

Le contrdle positif pour cette étude est la puromycine (Sigma-Aldrich) qui provoque plus de 80 %

d’apoptose sur les neutrophiles humains avec 18,4 pM a 6h a 37°C (Nagami et al., 2002).

PROTOCOLE : Cing cents pL de cellules a 1.10° cellules/mL sont incubés en présence de toxines aux
temps 3h, 6h, 20h et 26h dans des microtubes. A la fin de I’incubation, les tubes sont centrifugés 4 min
a 1700 X g, puis les culots sont repris dans 190 pL de tampon HBSS-Hepes. L’annexine V-FITC et '[P
(Santa Cruz Biotechnology) sont ajoutés, respectivement, a raison de 0,5 pL (0,1 pg) et 5 uL

(1,3 pg/mL) par tube, pendant 10 min & TA. La suspension est transférée dans un tube de cytométrie et
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lue au cytometre en flux avec FL1 et FL3. Une compensation est effectuée grace aux témoins adéquats,

afin de séparer au mieux les deux signaux.

3.5.4 Méthode TUNEL

L’une des autres modifications intervenant au cours de I’apoptose se trouve &tre une fragmentation de
I’ADN qui est spécifique de ce type de mort cellulaire. Cette altération peut &étre visualisée par la
technique TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling) qui permet de
révéler les cassures de I’ADN. Le kit (Roche, Béle, Suisse) comprend des nucléotides marqués a la
fluorescéine, qui vont se lier a la partie terminale 3’-OH libre de I’ADN fragmenté grace a la transférase

terminale.

La puromycine est utilisée comme contréle positif de I’apoptose. La DNase I est utilisée comme témoin
positif de la technique, car elle fragmente I’ADN. La solution « label solution » fournie par le kit est

utilisée comme témoin négatif de la réaction.

PROTOCOLE : Un mL de cellules a 2.10° cellules/mL est incubé pendant 6h en contact des toxines.
A la fin de I’incubation, 250 pL de paraformaldéhyde a 16 % (4 % (v/v) final) est ajouté pendant 10 min
a TA. Deux centrifugations a 2100 X g sont effectuées pendant 1 min, puis le culot est repris dans du
HBSS-Hepes. Les tubes sont conservés a +4°C jusqu’au lendemain ou une nouvelle centrifugation est
faite. Cinq cents pL de Triton X100 0,05 % (v/v) sont ajoutés pendant 5 min a TA pour perméabiliser
les cellules qui sont ensuite lavées une fois. Le « TUNEL mix » est prépar¢ en diluant la transférase
terminale dans la « label solution » au 1/10. Le témoin positif de la technique est incubé avec la DNase [
a 6 U/mL pendant 10 min a TA, puis les cellules sont lavées. Le témoin négatif de la technique est
incubé avec la « label solution » et les autres tubes sont mis en contact avec le « TUNEL mix » pendant
1ha37°C. Apres un lavage, le culot est repris dans 200 uL. de HBSS-Hepes avant la lecture au cytometre
en flux a FLI1.

3.6 DETERMINATION DE L’ACTIVATION DES PROTEINES DE
SIGNALISATION PAR WESTERN BLOT

3.6.1 Principe

Le Western Blot permet 1’évaluation de 1’expression des protéines dans un extrait de cellules ou de
tissus. Cette technique est basée sur la spécificité de la liaison entre la protéine d’intérét et un anticorps
reconnaissant soit la protéine entiére, soit des modifications post-traductionnelles (phosphorylation,
acétylation, méthylation, ubiquitination). Il y a trois étapes principales a cette technique: (1) La
séparation des protéines selon leur poids moléculaire, (2) le transfert sur support solide et (3) le

marquage de la protéine d’intérét par anticorps.

3.6.2 Protéines d’intérét pour notre étude
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Quatre ¢éléments de voies de signalisation en aval de 1’activation du C5aR ont été ciblés. La caspase-8
(18 kDa) et la caspase-9 (10 kDa) permet I’¢tude de I’apoptose, car elles sont deux caspases initiatrices.
La p-ERK1/2 (44 et 42 kDa) est une protéine impliquée dans la voie MEK/ERK conduisant a un effet
sur la transcription cellulaire. Enfin, la p82a (85 kDa) est une sous-unité de la PI3K phosphorylée, donc
active, qui entraine la production de PIP3. LA PI3K et ERK sont deux kinases impliquées dans une

signalisation qui induit I’activation de la NADPH oxydase.

3.6.3 Protocole

Les cellules a 4.10° cellules/mL sont incubées dans du RPMI/10% SVF en présence de toxines pendant
3h. Un mL de cellules est centrifugé 2 min a 2100 X g. Le culot est resuspendu a 40.10° cellules/mL
dans 100 pL de tampon de lyse contenant du tampon RIPA/Triton X100 et différents inhibiteurs de
protéases : 25 uM leupeptin (Sigma-Aldrich), 25 uM aprotinin (Sigma-Aldrich), 25 mM NaF (Sigma-
Aldrich), 1 mM levamisole (Sigma-Aldrich), Complete Mini (Roche), ImM NaVOs (Sigma-Aldrich),
I mM PMSF (Sigma-Aldrich) et 25 uM pepstatin (Sigma-Aldrich). Les débris cellulaires sont
sédimentés par centrifugation a 20 000 X g pendant 30 min a 10°C. Le surnageant est récupéré et
additionné de 100 pL de tampon de charge contenant du Laemmli Sample buffer (BioRad, Schiltigheim,
France), 5 % (v/v) de B-mercaptoethanol, 5 mM EDTA pH 6.8, 5 mM, EGTA pH 6.8, 23,4 uM
leupeptin, 14,6 uM pepstatin, 1,54 uM aprotinin, 10 mM NaF, 5 mM NaVO; et | mM levamisole. Les

échantillons sont ensuite stockés a -80°C.

1) Migration sur SDS-PAGE : Les échantillons sont chauffés 10 min a 95°C et 20 pL. sont prélevés
pour la migration électrophorétique. Le gel de polyacrylamide (Tris-HCI, pré-coulés) a une densité
déterminée par la protéine a étudier (4-15 % pour PI3K et ERK1/2, 18 % pour caspase-8 et 9). 1l est mis
dans une cuve Mini-PROTEAN®Tetra System (BioRad) dans du tampon de migration (25 mM de Tris,
192 mM de glycine, SDS 0,1 % (v/v), pH 8,3) et mis a migrer a une tension constante de 200V, selon
les instructions de BioRad. L’échelle Western C Precision Plus (BioRad) permet la visualisation des

bandes allant de 10 a 250 kDa.

2) Transfert électrique : Le gel est démoulé et la membrane de transfert de PVDF de 0,2 um de porosité
(kit Trans-Blot Turbo, BioRad) est appliquée dessus, puis mise en sandwich selon les instructions de

BioRad. Un courant constant de 1,3A est appliqué pendant 7 min (gel 18 %) ou 15 min (gel 4-15 %).

3) Immunorévélation : La feuille de PVDF est immergée dans 50 mL de PBS-Tween 20 0,05% (v/v)
contenant 5 % (p/v) de lait écrémé en poudre (gel 18 %) ou 3 % (p/v) de BSA (gel 4-15 %), sous
agitation pendant 4h afin de bloquer les sites non spécifiques de liaison. L’anticorps primaire (IgG de
lapin anti-caspase-8 et 9, anti-pERK1/2 ou IgG de cheévre anti-PI3K p85a) est ajouté a 0,5 pg/mL
pendant 18h a +4°C sous agitation. Trois lavages de 5 min au PBS-Tween 20 sont effectués avant I’ajout
de I’anticorps secondaire dilué au 1/10 000 et couplé a la biotine pendant 2h sous agitation a TA. A

nouveau, trois lavages sont effectués. La détection se fait par ajout de streptavidine couplé a la
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peroxydase de raifort (Sigma-Aldrich) au 1/1 000 + 3 pL de Streptactin/Peroxydase de raifort (BioRad)
dans du PBS-BSA 1% (v/v) sous agitation pendant lh & TA. Trois lavages sont effectués. La
chimioluminescence est utilisée pour révéler les protéines sur la membrane de transfert grace au réactif

Clarity (BioRad) et a ’appareil Chemiodoc XRS+ (BioRad).

4 IMAGERIE CELLULAIRE

4.1 MICROSCOPES

MICROSCOPE A EPIFLUORESCENCE : Le microscope a épifluorescence a été utilisé afin
d’observer la NETose et I’autophagie. Il s’agit d’un Olympus BX60 avec une lampe HBO comme source
lumineuse. Les objectifs (Olympus) utilisés sont x10 (NETose) et x40 (autophagie). Le jeu de filtres est
pour ’'UV (Hoechst), la fluorescéine (Alexa 488) et la rhodamine (Alexa 594). Une caméra Orca-
flash 4.0 (C11440, Hamamatsu, Massy, France) permet de capturer les images grace eu logiciel HC

Image Live (Hamamatsu).

MICROSCOPE CONFOCAL : La microscopie confocale a ¢été¢ utilisée pour les études de
colocalisation. Elle permet de réaliser des coupes optiques de moins de 0,5 um grace a une excitation
avec un laser et aux sténopés qui permettent d’exclure les photons en dehors du plan focal. Les images
sont obtenues grace a un microscope confocal Leica SP5 II (Leica, Nanterre, France), a une résolution
de 1024x1024 pixels. L’objectif utilisé est un x63 a immersion dans I’huile. Les différents lasers
permettent une excitation a 405 nm (bleu, Hoechst), 488 nm (vert, Alexa/Dylight 488) et 561 nm (rouge,
Alexa 555, Dylight 594). Le logiciel LAS 6000 AF® (Leica) permet 1’acquisition des photos.

4.2 IMMUNOFLUORESCENCE

4.2.1 Sur lames

La technique d’immunofluorescence sur lame a été utilisée pour 1’étude du marquage périphérique des
toxines sur les neutrophiles (voir Chapitre III) et pour le marquage du C5aR phosphorylé et non

phosphorylé (voir Chapitre IV).

PROTOCOLE : Les lamelles de verre sont lavées a 1’éthanol et traitées a la poly-lysine pendant une
heure, afin d’améliorer 1’adhésion des neutrophiles a la surface. Les cellules sont utilisées a raison de
6.10° cellules/mL et incubées avec 1,1 mM de Ca*" pendant 15 min, afin d’atteindre une concentration
calcique controlée de 1 mM avec le tampon EGTA. Cinq cents pL de suspension cellulaire sont déposés
sur les lamelles en verre pendant 30 min. Deux lavages avec 1 mL de tampon EGTA/Ca* ImM sont
effectués. Ensuite, 500 pL de toxines diluées dans du PBS sont ajoutés et laissés en contact pendant 5 ou
10 min, puis deux lavages sont & nouveau effectués. Les cellules sont fixées avec 400 uL de

paraformaldéhyde (4% PAF (v/v), 4% sucrose (p/v) dans PBS) pendant 20 min, puis sont rincées deux
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fois avec du PBS. Une solution contenant de la glycine 150 mM dans du PBS est utilisée (400 uL) afin
de diminuer 1’autofluorescence. Deux lavages au PBS sont ensuite effectués. La perméabilisation des
cellules s’effectue a -20°C pendant 5 min avec du chloroforme refroidi. Deux lavages sont nécessaires :
le premier dans un bain d’éthanol absolu, le second dans du PBS. Le tampon de blocage (10% (v/v)
sérum de veau feetal + 5 mg/mL de BSA) sert a saturer les sites aspécifiques et est laissé toute la nuit a

+4°C a raison de 500 pL par lame. Les lamelles sont rincées deux fois avec du PBS.

L’anticorps primaire, dilué a 1 pg/mL dans du tampon de dilution (5% sérum de veau feetal + 1 mg/mL
BSA), est incubé en présence des cellules pendant 1h dans un volume de 350 pL. Puis, aprés trois
lavages, I’anticorps secondaire dilué a 2 ug/mL dans du tampon de dilution est ajouté pendant 1h. Trois
lavages sont effectués. Le marquage des noyaux est effectif grace a 350 uLL d’une solution de Hoechst
32258 (Sigma-Aldrich) a 10 pg/mL, additionné de la sous-unité B de la toxine cholérique marquée a
1’ Alexa 488 (Thermo Fisher Scientific) a 0,3 pg/mL qui sert @ marquer les membranes. L’incubation est
de 30 min a TA. Enfin, aprés deux autres lavages, les lames sont montées grace au Mowiol® (Sigma-

Aldrich) et laissées polymériser une nuit a TA.

4.2.2 En microtube

La technique d’immunofluorescence en microtube a été utilisée pour les études de colocalisation (voir

Chapitre IV) et pour celles sur I’autophagie (voir Chapitre V).

PROTOCOLE : Les cellules sont incubées dans un tube a 8.10° cellules/mL dans du RPMI/SVF 10%
en présence des toxines, a 37°C et 5 % de CO,. Pour la colocalisation, a 10 min, 1 mL est prélevé et
transféré dans un microtube, puis fixé grace a 250 uL de paraformaldéhyde 16 % (4 % (v/v) final)
pendant 10 min a TA. Le reste de la suspension cellulaire est centrifugé 1 min a 2100 x g, puis
resuspendu dans du RPMI/10% SVF sans toxine et incubé a 37°C encore 10, 20 ou 30 min, afin de
constituer les temps 20 min, 30 min et 40 min, respectivement. Pour 1’autophagie, les cellules sont
incubées 10 min, 1h, 3h ou 6h avant la fixation selon le méme protocole. Aprés fixation de tous les
échantillons, les tubes sont centrifugés a 2100 X g, puis repris dans du tampon HBSS-Hepes. Aprés une
nouvelle centrifugation, 500 uL de tampon de blocage (10% (v/v) SVF + 5 mg/mL de BSA) est ajouté
pendant 30 min a TA. Une centrifugation permet de reprendre les culots dans 500 uL de Triton X100

0,05 % pendant 5 min & TA. Les cellules sont lavées une fois.

L’anticorps primaire est dilué a 1 pg/mL dans du tampon de dilution (5% (v/v) SVF + 1 mg/mL BSA)
et ajouté a un volume de 250 pL pendant une nuit a +4°C. Une centrifugation est faite et le culot est
resuspendu dans du HBSS-Hepes et laissé¢ au repos pendant 20 min a TA. Un lavage rapide est a nouveau
effectué, puis 250 uL d’anticorps secondaire dilué a 2 pg/mL dans le tampon de dilution est ajouté
pendant 1h a TA. Deux lavages sont a nouveau effectués : un avec un temps de repos de 20 min, suivi
d’un autre rapide. Le marquage des noyaux se fait avec 250 nL. de Hoechst 32258 a 10 pg/mL pendant

15 min a TA. Aprés deux lavages, le maximum de surnageant est éliminé, puis 50 pL. de Mowiol est
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ajouté. Le tube est vortexé et mélangé a la pipette avant d’étre déposé sur une lame en verre et recouvert

d’une lamelle couvre-objet.

4.2.3 Sur boite

La technique d’immunofluorescence sur boite a été utilisée pour visualiser la NETose (voir Chapitre V).

PROTOCOLE : Des boites de plastiques de 35 mm dédiées a la culture cellulaire sont utilisées. La
BSA est utilisée en remplacement du 10 % SVF afin d’obtenir une meilleure adhésion des cellules. Cinq
cents pL d’une suspension cellulaire a 0,5.10° cellules/mL dans du RPMI/BSA 0,05 % sont déposés et
incubés 30 min a 37°C avec 5 % de C0,. La suspension est enlevée et remplacée par 500 uL. du milieu
adéquat contenant les toxines. Les temps d’incubation sont de 10 min, 1h, 3h, et 6h a 37°C. Cent vingt-
cing pL de paraformaldéhyde 16 % (4 % (v/v) final) est ajouté et incubé 5 min a TA. Un lavage avec
1 mL de HBSS est effectué, puis 1 mL de tampon de blocage (10% sérum de veau feetal (v/v) + 5 mg/mL

de BSA) est ajouté pendant une nuit a +4°C.

L’anticorps primaire, dilué a 1 ug/mL dans du tampon de dilution (5% sérum de veau feetal + 1 mg/mL
BSA), est incubé en présence des cellules pendant 1h TA a raison de 500 uL. Puis, aprés un lavage avec
du HBSS, I’anticorps secondaire dilué a 2 pg/mL dans du tampon de dilution est ajouté pendant 1h TA.
Un lavage est effectué. Le marquage des noyaux est effectif grace a du Hoechst 32258 (Sigma-Aldrich)
a 10 pg/mL pendant 30 min. Enfin, aprés un dernier lavage, les boites sont remplies de 1 mL de HBSS

afin de procéder a 1’observation.

4.3 TRAITEMENT DES IMAGES

Aprés acquisition, les images sont analysées grace au logiciel CellProfiler™ (Broad Institute,
Cambridge, USA), afin d’en extraire les données. Le principe de ce logiciel est la création d’un pipeline
composé de plusieurs modules ayant chacun une fonction précise, afin d’analyser chaque image de la

méme maniére. Selon 1’étude menée, les conditions sont différentes.

4.3.1 Détermination du Coefficient de Pearson

1l s’agit, ici, de déterminer une possible colocalisation entre les toxines et les compartiments internes ou
entre les toxines et le C5aR. Pour cela, les images sont traitées par le logiciel afin d’en extraire le

Coefficient de Pearson.

COEFFICIENT DE PEARSON : Le Coefficient de Pearson (CP) établit une corrélation entre deux
parameétres. Dans notre étude, il s’agira donc de comparer les pixels d’une image prise sur le canal vert
(compartiments ou C5aR) avec les pixels d’une image prise sur le canal rouge (toxines). Le coefficient
de corrélation de Pearson est compris entre -1 et +1. Entre -1 et 0, il y a une liaison entre les deux
caracteres, variant dans le sens contraire, et d’autant plus affirmée qu’elle approche de -1. Entre 0 et +1,

il y a une forte liaison entre les deux caractéres, variant dans le méme sens, et d’autant plus affirmée
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qu’elle approche de +1. A 0, il y a une absence de relation linéaire entre les deux variables. Dans notre

étude, nous nous intéressons donc a une corrélation positive entre nos deux variables, et donc aux valeurs

allant de 0 a +1.

PIPELINE n°1 :

Correction de la valeur seuil du signal : Le seuil est diminué afin de correspondre a un CP
d’environ 0,1 pour les cellules sans toxines. Ceci nous permet de réduire le bruit de fond a une
valeur choisi (pour un CP de 0,1) et d’unifier les valeurs de corrélation des différentes
expérimentations.

Identification des noyaux : Les noyaux (canal bleu) sont identifiés grace a une stratégie de
seuil « Global » et basé sur la méthode « Background » (facteur de correction de 1, bornes du
seuil de 0 a 1) (Padmanabhan et al., 2010; Sezgin and Sankur, 2004). Les objets sont distingués
et divisés en se basant sur I’intensité lumineuse avec un lissage de 10. Le diamétre des objets
pris en compte est compris entre 5 et 40 pixels.

Identification des artefacts : Les cellules mortes présentent un marquage fluorescent trés
intense qui perturbe 1’analyse des images. Les artefacts sont identifiés sur le marquage des
toxines (canal vert) grace a une stratégie de seuil « Global », basée sur la méthode « Otsu »
(« Two class », « Weight variance », facteur de correction de 6, bornes du seuil de 0 a 1)
(Padmanabhan et al., 2010; Sezgin and Sankur, 2004). Les objets sont distingués en se basant
sur I’intensité lumineuse et aucune méthode de division n’est appliquée. Le diamétre des objets
pris en compte est compris entre 7 et 100 pixels.

Expansion des artefacts : Afin de prendre en compte I’intégralité des artefacts, une expansion
de 2 pixels des artefacts est réalisée.

Masquage des artefacts : Les artefacts sont masqués sur les images des canaux vert et rouge.
Mesure du CP : Le Coefficient de Pearson est calculé en comparant les deux canaux d’intérét

(vert et rouge).

Les données sont ensuite récupérées et nous permettent d’étudier le nombre d’artefacts et de noyaux par

image, ainsi que le CP. Ces valeurs sont moyennées dans un tableau et transférées sous Prism.

4.3.2 Détermination du ratio de superposition des deux signaux

L’obtention de la région de superposition entre les deux canaux vert (compartiments ou C5aR) et rouge

(toxines) permet d’évaluer le pourcentage de superposition par canal, grace au calcul d’un rapport avec

les spots du marquage spécifique de chaque canal :

Aire de la superposition

Superposition vert =
perp Aire des spots verts

Aire de la superposition

Superposition rouge = -
perp & Aire des spots rouges
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PIPELINE n°2 :

1. Identification des artefacts : Les cellules mortes présentent un marquage fluorescent trés
intense qui perturbe I’analyse des images. Les artefacts sont identifiés sur le marquage des
toxines (canal vert) grace a une stratégie de seuil « Global » et basé sur la méthode « Otsu »
(« Two class », « Weight variance », facteur de correction de 10, bornes du seuil de 0,4 a 1)
(Padmanabhan et al., 2010; Sezgin and Sankur, 2004). Les objets sont distingués en se basant
sur I’intensité lumineuse et aucune méthode de division n’est appliquée. Le diamétre des objets
pris en compte est compris entre 10 et 100 pixels.

2. Expansion des artefacts : Afin de prendre en compte I’intégralité des artefacts, une expansion
de 2 pixels des artefacts est réalisée.

3. Masquage des artefacts : Les artefacts sont masqués sur les images des canaux vert et rouge.

4. Identification des spots : Les spots correspondant a un marquage spécifique sont identifiés sur
I’image des deux canaux vert et rouge grace a une stratégie manuelle de seuil (facteur variant
de 0,2 a 0,4 selon I’anticorps utilisé€). Les objets sont distingués en se basant sur I’intensité
lumineuse et aucune méthode de division n’est appliquée. Le diamétre des objets pris en compte
est compris entre 1 et 20 pixels.

5. Obtention de la superposition : Les spots du canal rouge sont masqués avec ceux du canal
vert afin de déterminer la région de superposition entre les deux.

6. Mesure de P’aire de I’image : Les aires de la région de superposition, des spots verts et des
spots rouges sont quantifiées.

7. Calculs de la superposition par canal : L opération de division est effectuée, comme décrite

précédemment.

Les valeurs de superposition par canal sont ensuite récupérées, moyennées dans un tableau et transférées

sous Prism.

4.3.3 Détermination du ratio de NETose

La quantification du nombre de noyaux et des filaments de NETose (NET) permet de calculer le ratio

de NETose selon la formule suivante, adaptée de Brinkmann et al. (2012) :

) Nombre de NETs
Ratio de NETose en % = X 100
Nombre de noyaux

PIPELINE n°3 :

1. Identification des noyaux : Les noyaux (canal bleu) sont identifiés grace a une stratégie de
seuil « Global », basée sur la méthode « Robust Background » (facteur de correction de 2,
bornes du seuil de 0,3 a 1) (Padmanabhan et al., 2010; Sezgin and Sankur, 2004). Les objets

sont distingués en se basant sur I’intensité lumineuse et aucune méthode de division n’est

appliquée. Le diamétre des objets pris en compte est compris entre 5 et 80 pixels.
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2. Identification des NET : Les NET (canal vert) sont identifiés grice a une stratégie de seuil
« Global » et basé sur la méthode « Robust Background » (facteur de correction de 1, bornes
du seuil de 0,2 a 1) (Padmanabhan et al., 2010; Sezgin and Sankur, 2004). Aucune méthode
pour distinguer ou diviser les objets n’est appliquée. Le diamétre des objets pris en compte est

compris entre 6 et 200 pixels.

Les données sont ensuite récupérées et nous permettent d’étudier le nombre de noyaux et de NET par
image. Ces valeurs sont moyennées dans un tableau, le ratio de NETose est calculé et transféré sous

Prism.

4.3.4 Quantification de I’autophagie

Pour I’autophagie, la faible résolution des images ne permettait pas d’extraire le nombre de spots de
LC3B par cellule, ce qui nous a poussés a utiliser la variation de 1’intensité des pixels comme indice

(Klionsky et al., 2016) :

Ecart—type de l'intensité des pixels de l'image

Ratio d'autophagie =
phag Intensité moyenne des pixels de l'image

PIPELINE n°4 :

1. Identification des noyaux : Les noyaux (canal bleu) sont identifiés grace a une stratégie de
seuil « Global » basée sur la méthode « Robust Background » (facteur de correction de 2, bornes
du seuil de 0 a 1) (Padmanabhan et al., 2010; Sezgin and Sankur, 2004). Les objets sont
distingués en se basant sur I’intensité lumineuse des pixels (5 a 80 pixels) et un réglage basé sur
I’intensité des pixels est appliqué également pour la division des objets.

2. Identification des artefacts : Les artefacts (canal vert) sont identifiés grace a une stratégie de
seuil « Global » basée sur la méthode « Otsu » (facteur de correction de 1, bornes du seuil de
0,2 a 1) (Padmanabhan et al., 2010; Sezgin and Sankur, 2004). La méthode pour distinguer les
objets est uniquement basée sur ’intensité. Le diamétre des objets pris en compte est compris
entre 20 et 100 pixels.

3. Mesure de ’intensité de ’image : La moyenne et ’écart-type de I’intensité des pixels de

I’image sont mesurés sur la canal vert (LC3B).

Les données sont récupérées pour quantifier la variation de I’intensité des pixels de I’image LC3B, afin
d’évaluer I’autophagie. Ces valeurs sont moyennées dans un tableau, le ratio d’autophagie est calculé et

transféré sous Prism.

5 STATISTIQUES
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Le logiciel Prism nous permet de générer des graphiques et d’établir des statistiques détaillées en
fonction des différentes expérimentations. Les résultats sont moyennés et exprimés avec 1’erreur

standard a la moyenne (SEM : Standard Error of the Mean).

Pour I’étude du marquage de la périphérie des cellules aprés un contact avec les toxines (voir Chapitre
IV), un test d’analyse de la variance ANOVA one-way a été effectué, suivi par un test de comparaison
multiple de Tukey. Concernant les autres résultats, un test ANOVA two-way a été effectué, suivi par un

test de Bonferroni, comparant les conditions par rapport au témoin des cellules seules.

Ceci nous permet d’obtenir des résultats significatifs en nous basant sur cette échelle :

Valeur de p Symbole Pourcentage
p <0, 0001 *kkk > 99,99 %
0,0001 <p<0,001 akd 99,9 — 99,99 %
0,001 <p <0,01 *x 99 -99,9 %
0,01 <p<0,05 * 95 -99 %
p > 0,05 ns <95%
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1 INTRODUCTION

Bras armé du systéme immunitaire, les leucocytes ont un rdle essentiel dans la défense de 1’hote contre
les pathogenes. IIs sont de deux sortes : soit issus de la lignée myéloide, soit de la lignée lymphoide. Le
progéniteur myé¢loide est a ’origine des cellules non-leucocytaires que sont les érythrocytes et les
plaquettes, mais également des granulocytes (neutrophiles, éosinophiles, basophiles), des monocytes,
des macrophages et des cellules dendritiques. Le progéniteur lymphoide, quant a lui, se différencie en

cellules NK (Natural Killer) et en lymphocytes T ou B.

Il a été montré que la Leucocidine de Panton et Valentine (LPV) cible les cellules dés le stade des
myélocytes (qui se différencient ensuite en neutrophiles, monocytes, macrophages...), tandis que
HlgC/HlgB a un effet sur I’ensemble de la lignée myéloide (Gauduchon et al., 2001; Meunier et al.,
1995; Szmigielski et al., 1998). De plus, les deux leucotoxines n’ont pas d’affinité pour la lignée
lymphoide en raison de I’absence du récepteur au composé S. En effet, le C5aR, récepteur majoritaire

de LukS-PV, et également de HlgC, n’est pas présent sur les lymphocytes.

Historiquement, au laboratoire, le mod¢le d’étude privilégié est le polynucléaire neutrophile humain
(PNN), qui est le premier type cellulaire a étre attiré au site d’infection et a rencontrer le pathogene.
C’est ainsi que Gauduchon et al. (2001) a déterminé une forte affinité de fixation de LukS-PV sur les
PNN (Kd = 0,07 nM) et sur les monocytes (Kd = 0,02 nM). Cependant, il apparait que le neutrophile est

un modele d’étude délicat a utiliser.

En effet, le PNN a une durée de vie de 12 a 24h dans la circulation sanguine, ce qui rend de nombreux
tests difficiles a mettre en ceuvre, comme la transfection. De plus, le neutrophile est le premier élément
du systeme immunitaire & entrer en contact avec le pathogene, permettant ainsi I’activation et I’attraction
des autres cellules de I’'immunité. De ce fait, il est facilement stimulable par tout élément étranger a
’organisme, et le fait de manipuler le sang, de lui faire subir des variations de température, puis d’isoler
les neutrophiles, entrainent souvent une sensibilisation exacerbée des cellules. Au laboratoire, de
nombreuses préparations de PNN n’ont ainsi pas pu étre utilisées pour les analyses en raison d’une mort
prématurée des cellules. Egalement, au cours des derniers mois, nous avons pu mettre en évidence un
lien entre 1’age des patients et 1’état physiologique des cellules apres isolement. Il semblerait que les
cellules des donneurs ayant plus d’une cinquantaine d’années ne puissent pas toujours étre utilisées en
raison d’une mort précoce des neutrophiles. Cette différence entre les neutrophiles des donneurs
« jeunes » et « agés » pourrait étre expliquée par le fait que les donneurs au-dessus de cinquante ans
peuvent prendre des traitements médicamenteux au long cours, qui se révéleraient alors néfastes pour
les neutrophiles lors de I’isolement des cellules. En effet, seuls certains médicaments sont écartés lors
de la sélection des donneurs de sang, comme les traitements des crises d’épilepsie. Nous avons ainsi

privilégié I'utilisation de neutrophiles issus de donneurs ne dépassant pas trente-cing ans.
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Pour ces raisons, il est nécessaire d’avoir un autre modele cellulaire que le neutrophile, d’une part pour
s’affranchir de la fragilité et de la sensibilité exacerbée des neutrophiles, mais également pour des études
plus longues que 24h. Ainsi, la lignée lymphoide U937 transfectée avec le C5aR a été utilisée, et la mise
en place d’un protocole de différenciation des monocytes a permis 1’obtention et la culture de

macrophages humains.

2 NEUTROPHILES HUMAINS

Le laboratoire utilise les PNN comme modéle d’étude depuis de nombreuses années et son interaction
avec la LPV est plut6t bien caractérisée. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a savoir
si les bouleversements morphologiques lors d’une mise en contact avec la LPV pouvaient étre visibles
au microscope a contraste de phase en vidéomicroscopie. Ainsi, les PNN ont été mis en contact pendant

20 min avec 2 nM de LPV dans du tampon EGTA supplémenté de 1 mM de calcium (Figure II1.1).

Au temps 0 (A), la cellule (fleche noire) est étalée sur le fond de la boite, mais aprés quelques minutes,
elle commence a se rassembler sur elle-méme. Dés 10 min (B), le noyau est bien visible car il se
condense et s’arrondit. Enfin, a 20 min (C), le contenu de la cellule commence a étre relargué vers

I’extérieur, montrant ainsi une lyse cellulaire.

A . B C

O & ¢ _
- - -

0 min 10 min 20 min

Figure I11.1 — Observation au microscope a contraste de phase des neutrophiles en contact avec 2 nM de LPV

Au début de I’incubation avec 2 nM de LPV dans du tampon EGTA supplémenté de 1 mM de calcium, les cellules adhérent
sur le fond de la boite (A). Ce n’est qu’a 10 min (B) que la cellule (fléche noire) commence & s’arrondir et le noyau a se
rassembler sur lui-méme pour perdre sa structure polylobée. A 20 min (C), la cellule commence a relarguer son contenu
cellulaire.

Ces résultats permettent donc de mettre en évidence 1’effet 1étal de la LPV au niveau de la morphologie
des PNN. Afin de poursuivre cette étude de I’interaction PNN/LPV, I'immunocytochimie a été utilisée
pour visualiser directement la toxine fixée a la surface de la cellule (Figure 111.2). Nous pouvons ainsi
voir que la LPV est présente a la surface de la cellule. De plus, la concentration de 0,25 nM permet

d’avoir un signal suffisant et non saturant, mais ne semble pas altérer les noyaux.
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Figure I11.2 — Observation au microscope confocal du marquage de la LPV sur neutrophiles humains
Le marquage rouge correspond a la sous-unité S de la LPV 0,25 nM pendant 10 min. Le bleu représente le marquage au Hoescht
des noyaux.

La LPV se fixe donc a la surface du neutrophile avec une affinité que nous avons déterminé. Les
constantes de dissociation des deux leucotoxines d’intérét ont été obtenues en mettant les cellules en
contact avec LukS*-PV/LukF-PV ou HlgC/HIgB* (Figure 111.3). La régression non linéaire permet le
calcul du Kq qui est de 0,17 nM pour la LPV (A) et 0,87 nM pour HlgC/HIgB (B). L’Hémolysine y a

ainsi une affinité Iégeérement inférieure a celle de la LPV.

A LukS-PV/(LukF-PV) ... B (HigC)/HIgB
3 I L 3
g g
5 5
[ i
H = .
2 Kp = 0,17 nM £ 2001 Kp=0,87 nM
= + 0,02 nikd = # 0,13 ni
-— —_ . 'W —_— —_
o T T . T ] L] . . ¥ 1
0 210" 410" 10" Bo10 .10 0 S=10"% 110" 2.90™ 2.10™
[S°F] (en M) [CB*] {en M)

Figure I11.3 — Détermination du Ka de la LPV et de HlgC/HIgB sur neutrophiles humains
La constante de dissociation est faible pour la LPV (A) et 1égerement plus ¢élevée pour HIgC/HIB (B) (n=3).

Enfin, notre étude du modele neutrophile humain s’est également intéressée aux conséquences de la
LPV sur les cellules. Il est connu que les leucotoxines entrainent la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme I’IL-8, et c’est ce que nous avons cherché a démontrer (Figure 111.4). Ainsi, la
LPV a 1 nM pendant 3h ou 6h (A) semble induire une augmentation de la concentration d’IL-8 libéré
dans le milieu de I’ordre de 266 et 208 pg/mL, respectivement. Concernant HIgC/HlgB (B), la sécrétion
d’IL-8 est plus importante, surtout a 6h ou on retrouve 720 pg/mL pour 0,5 nM de toxine et 514 pg/mL
pour 1 nM.
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Figure I11.4 — Quantification de I’IL-8 sur les neutrophiles humains en contact avec la LPV et HigC/HlgB
Il'y a une sécrétion d’IL-8 avec 1 nM de LPV (A) a partir de 3h. Concernant HigC/HIgB (B), il y a une forte production de la
cytokine a 6h pour 0,5 et 1 nM. (n=1)

Les résultats obtenus précédemment au laboratoire, sur la sécrétion d’IL-8 lors d’un contact avec la LPV
(Konig et al., 1994), suggérent un effet plus important de la toxine sur les neutrophiles que dans notre
étude. En effet, pour une concentration d’environ 0,2 nM, au méme temps d’incubation, la sécrétion
d’IL-8 est multipliée 5 a 6 fois par rapport a nos résultats. Il faudra refaire cette expérience afin d’avoir
des résultats statistiques pour comparer 1’effet de la LPV. Cependant, HIgC/HIgB semble entrainer une

sécrétion d’IL-8 bien supérieure au bruit de fond.

3 U937-C5aR

Les cellules U937-C5aR sont issues d’une lignée lymphoide dépourvue de C5aR, mais transfectée par
la suite avec ce récepteur. Nous avons testé sa sensibilité a la LPV et a HIgC/HlgB. En premier lieu, les
changements morphologiques des U937-C5aR, en contact avec 2 nM de LPV dans du tampon EGTA
supplémenté de calcium, semblent plus minimes que sur les PNN (Figure II1.5). En effet, nous pouvons
voir qu’a partir de 10 min (B, fléche noire), la surface de la membrane subit des altérations par rapport

au temps 0 (A), mais la lyse a proprement parler n’est pas visible sur la vidéo, méme a 20 min (C).
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Figure IIL.5 — Observation au microscope a contraste de phase des cellules U937-C5aR en contact avec 2 nM de LPV
Au début de I’incubation avec 2 nM de LPV dans du tampon EGTA supplémenté de 1 mM de calcium, les cellules adherent
sur le fond de la boite (A). Ce n’est qu’a 10 min (B) que la cellule (fleche noire) commence a s’arrondir 1égeérement et ou les
changements a la surface s’opérent pour augmenter en intensité a 20 min (C).

Comme les U937-C5aR semblent se montrer moins sensibles que les PNN, la question de savoir si la
toxine se fixe de la méme maniére se pose. Dans cette étude en immunofluorescence (Figure I11.6), c’est
seulement a partir d’une concentration de 2 nM de LPV que le marquage de la toxine commence a étre

bien visible a la surface de la cellule, soit une concentration dix fois supérieure a celle sur PNN.

Figure I11.6 — Observation au microscope confocal du marquage de la LPV sur U937-C5aR
Le marquage rouge correspond a la sous-unité S de la LPV 2 nM pendant 10 min. Le bleu représente le marquage au Hoescht
des noyaux.

Afin d’¢étudier la fixation des deux toxines de manicre plus quantitative, les cellules U937-C5aR ont été
mises en contact avec des concentrations croissantes de LPV et de HlgC/HlgB (Figure I11.7). Ainsi, le
K4 pour la LPV est de 0,29 nM (A) et celui pour HIgC/HIgB est plus important a 2,16 nM (B). De ce

fait, la différence entre les deux toxines est plus importante que pour les PNN.
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Figure I11.7 — Détermination du Kd de la LPV et de HigC/HIgB sur U937-C5aR
La constante de dissociation est faible pour la LPV (A) et beaucoup plus élevée pour HigC/HIB (B) (n=3).

4 MACROPHAGES DERIVES DE MONOCYTES

Alors que la lignée U937-C5aR semble étre moins sensible a la LPV et a HigC/HIgB que les PNN, et
que les neutrophiles humains ont une durée de vie trés courte, la détermination d’un nouveau modele
d’étude est nécessaire. Nous nous sommes ainsi intéressés aux macrophages humains. Dérivés des
monocytes — qui ont une affinit¢ de fixation pour LukS-PV encore meilleure que les PNN —, ils ont
I’avantage d’étre aisément différenciables grace a I’hormone GM-CSF et peuvent se maintenir jusqu’a
3 semaines. Les expérimentations sont réalisées en présence de milieu RPMI supplémenté de 10 % de
sérum de veau feetal ou de sérum humain. Le milieu RPMI contient une concentration en calcium de

0,4 mM.

Les premiers tests effectués sur ces cellules ont porté sur 1’étude morphologique, afin de savoir si la
toxine entrainait également des bouleversements visibles. Ainsi, la LPV a 2 nM est mise en contact avec
les macrophages dans du milieu RPMI/10% sérum humain pendant 30 min (Figure I11.8). La vidéo
montre dés 15 min Ialtération de la cellule (B, fleche noire du haut) par rapport au temps 0 (A), celle-
ci devient plus sombre et le nucléole commence a apparaitre (fléche orange). Enfin, a 30 min (C), les
macrophages commencent a étre lysés (fleche noire du bas) et le contenu cellulaire est relargué vers

I’extérieur (fléche bleue).
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Figure I11.8 — Observation au microscope a contraste de phase des macrophages en contact avec 2 nM de LPV

Les macrophages sont mis en contact avec la LPV dans du milieu RPMI supplémenté de sérum humain (A). A 15 min (B), la
fléche noire montre 1’arrondissement et le grossissement de la cellule. Il ne faut pas plus de quelques minutes pour que des
changements morphologiques s’opérent et rendent visible le nucléole (point noir dans le noyau, fléche orange). Enfin, a 30 min
(C), le nucléole est encore plus visible et les cellules commencent a étre lysées (fleche bleue).

Comme les macrophages sont plus grands que les neutrophiles (20-60 um contre 10-14 pm), il est plus
aisé d’observer les modifications cellulaires causées par la LPV. Toutefois, la visualisation de la LPV
au microscope confocal pose plus de problémes que sur les PNN (Figure 111.9). En effet, il faut 2 nM
pour que le signal soit bien visible. De plus, la toxine semble se concentrer majoritairement a la
périphérie, alors que pour les PNN ou les U937-C5aR, plusieurs spots de fluorescence étaient visibles a

I’intérieur de la cellule également.

Figure II1.9 — Observation au microscope confocal du marquage de la LPV sur macrophages humains
Le marquage rouge correspond a la sous-unité S de la LPV 2 nM pendant 10 min dans du RPMI/SVF. Le Hoescht marque les
noyaux en bleu, mais ici, sur les macrophages, il n’est pas visible avec le protocole utilisé.

Afin d’étudier plus en avant cette fixation des leucotoxines sur les macrophages, la détermination du Ky
est effectuée en présence de LPV et de HlgC/HIgB dans le milieu RPMI/10 % SVF (Figure I11.10). Le
Ka pour la LPV est de 0,30 nM (A) et celui de HigC/HIlgB montre, dans des résultats préliminaires, une
forte augmentation a 4,85 nM (B).
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Figure 111.10 — Détermination du Kd de la LPV et de HlgC/HIgB sur macrophages humains
La constante de dissociation est faible pour la LPV (A, n=3) et augmente de beaucoup pour Hlgc/HIb (B, n=1).

S DISCUSSION

5.1 CONCLUSION

L’étude comparée de trois types de cellules du systéme immunitaire nous a permis de décrire au mieux
les différences entre ces cellules, afin d’avoir une meilleure vision du modéle a utiliser selon 1’étude a
mener. En effet, les PNN sont trés sensibles aux variations extérieures, mais ils sont également sensibles
ala LPV et a HigC/HIgB ou les K4 sont les plus faibles. Pour I’affinité de la LPV sur les U937-C5aR et
les macrophages, le K4 est sensiblement le méme (0,30 nM), au contraire de celui obtenu pour
HIgC/HlgB ou le Kq4 double (de 2,16 nM pour les U937-C5aR a 4,85 nM pour les macrophages). Enfin,
il est a noter que les U937-C5aR ne présentent pas de lyse au temps donné et que cette lignée et les
macrophages ont besoin de 2 nM de LPV pour étre visibles a I’'immunocytochimie (0,25 nM pour les
PNN). Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que le C5aR a la surface de la cellule est moins

exprimé ou moins accessible que sur le neutrophile.

PNN | U937-C5aR | Macrophages

Variations morphologiques (LPV)

Lyse de la cellule (LPV) _

Fixation de LukS-PV

Ka LPV (en nM) 0,17+ 0,02 0,29 = 0,05 0,30 +0,10

Kq HlgC/HlgB (en nM) 0,87+ 0,13 2,16+ 0,42 4,85+ 1,10

Tableau I11.1 — Récapitulatif des paramétres étudiés par type cellulaire pour la LPV et HigC/HlgB
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La différence des Ky entre les deux toxines est clairement visible. En effet, le K4 de HlgC/HIgB est
multiplié par 5, 7 ou 16 pour les PNN, les U937-C5aR et les macrophages, respectivement. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que nous n’utilisons pas la sous-unité S marquée comme c’est le cas pour la LPV,
mais bien HIgB couplé a la fluorescéine. Egalement, si le C5aR est le récepteur majoritaire de LukS-
PV, un autre ligand pourrait étre impliqué dans la fixation de HlgC. Ainsi, la variation des Kq de
HlgC/HIgB pourrait donc étre représentative de la présence ou non d’un ou de plusieurs autres récepteurs

ou ligands pour HIgC, et également de la quantité de récepteurs qui différe d’un type cellulaire a I’autre.

De plus, les grandes variations de 1’erreur a la moyenne pour le K4 de la LPV sur les macrophages
(0,10 nM) montrent en réalité la variation de sensibilité et de réactivité des macrophages selon la durée
de culture aprés différentiation. Comme il s’agissait d’une mise au point de différentiation et de culture
des macrophages, nous avons pu remarquer que les cellules ne répondaient pas de la méme maniére si
elles avaient une semaine ou trois semaines. En effet, les macrophages cultivés trois semaines sont plus
difficilement stimulables. De plus, les donneurs 4gés semblaient donner des macrophages qui ne

répondaient pas a la stimulation par les toxines de la méme maniére dés la troisiéme semaine.

Enfin, ce chapitre se concentrait sur les cellules de I’immunité innée, mais il est a noter que des neurones
granuleux cérébelleux et des neurones périphériques ont montré une sensibilité a la LPV et a HigC/HIlgB
(Jover et al., 2013). En effet, ils comportent également le récepteur C5aR pour LukS-PV et HigC. Ainsi,
on peut conclure qu’il suffirait que le C5aR soit présent a la surface pour que la LPV et I’Hémolysine y
HIgC/HlgB aient une action sur la cellule, ou au moins se fixent a la surface. Par extension, la LPV et

HIgC/HlgB toucheraient donc tout type cellulaire, du moment qu’il exprime le C5aR.

5.2 PERSPECTIVES

Les neutrophiles humains ont été utilisés dans cette étude comme controle, car il s’agit de la cellule la
mieux caractérisée dans son interaction avec la LPV ou HlgC/HIgB. La lignée U937-C5aR nous a permis
quant a elle de mettre en évidence un changement de la résistance membranaire lors d’un contact avec
HIlgC/HlgB, au contraire de la LPV. Ceci remet en question I’hypothése de la toxine formant des pores
pour la LPV. Enfin, les macrophages permettront a 1’avenir des études longues, comme la transfection
qui aura pour but d’inactiver des geénes, afin de déterminer les voies de signalisation impliquées dans

I’activation par les leucotoxines, par exemple.

Les macrophages sont obtenus a partir de monocytes isolés facilement a partir d’un concentré
leucoplaquettaire sanguin. Ces monocytes peuvent ensuite étre congelés, au contraire des neutrophiles,
et se différencient en macrophages en cinq jours. Ces cellules comportent donc certains avantages des
lignées cellulaires, mais leur durée de vie n’est que de trois semaines. Enfin, il faudra faire attention a
I’avenir & n’utiliser que des cellules de donneur « jeune », afin d’avoir un état physiologique et une

réponse optimaux des cellules.
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L’utilisation d’un autre type cellulaire, indépendant du systéme immunitaire, peut également présenter
certains avantages et permettra une autre approche de I’interaction de la LPV ou de HlgC/HIgB avec sa
cellule cible, comme cela a été le cas pour les neurones. En effet, au laboratoire, des études sur des yeux
de lapin, ou les toxines sont injectées dans le vitré, suggérent que la LPV ciblerait en 1 a 2h les cellules

rétiniennes comme les cellules ganglionnaires et amacrines qui sont deux types de neurones.




Chapitre 1V
Internalisation et
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1 INTRODUCTION

C’est récemment que Spaan et al. a déterminé que le C5aR, le récepteur du systéeme du complément
pour I’anaphylatoxine C5a, était responsable de la fixation de LukS-PV et de HIgC (Spaan et al., 2013,
2014). Le C5aR est un récepteur couplé a des protéines G (GPCR) qui entraine I’activation de plusieurs
voies de signalisation, comme une libération du calcium réticulaire, une modification du cytosquelette
d’actine ou encore I’assemblage de la NADPH oxydase (Rabiet et al., 2007). Aprés son activation par
le C5a, le récepteur est phosphorylé puis internalisé a 1’intérieur de la cellule ou il va étre dégradé ou

recyclé a la membrane. C’est ce qu’on appelle le processus de désensibilisation.

La question qui se pose alors est de connaitre 1’effet des leucotoxines sur la signalisation du C5aR. Le
récepteur est-il internalisé avec la LPV ou HlgC/HIgB, et si oui, par quelle voie ? La toxine reste-t-clle
associée au récepteur, et pendant combien de temps ? Ou vont les leucotoxines une fois internalisées,

empruntent-elles la voie de la dégradation ou celle du recyclage ?

En effet, avec une activation par le C5a, le récepteur C5aR est internalisé par la voie de la clathrine. De
plus, il s’agit d’un GPCR de classe B qui ne se recycle pas a la membrane avant un long temps de
latence. Par contre, la majorité du C5aR emprunte la voie de la dégradation (Suvorova et al., 2005).
Nous nous sommes donc intéressés a démontrer ’internalisation de la LPV et de HIgC/HIgB, puis de

chercher la localisation de la toxine a I’intérieur de la cellule.

2 ACTIVATION DU RECEPTEUR

Lors du processus d’internalisation, la premiére étape est la phosphorylation de la partie C-terminale du
C5aR. En utilisant des anticorps spécifiques qui reconnaissent la phosphorylation (@C5aR C-ter ®)
ou la non-phosphorylation (@C5aR C-ter) de la sérine en position 338, nous avons pu mettre en évidence

une variation du signal de fluorescence (Figure IV.1).

En effet, aprés une mise en contact des neutrophiles avec les deux types d’anticorps, la différence
d’intensité de fluorescence est nettement visible. Sur les cellules contréles maintenues dans du tampon
EGTA supplémenté de 1 mM de calcium, I’anticorps C5aR C-ter (A1) a un signal plus fort que
I’anticorps phosphorylé (B1). Lorsqu’on ajoute 2 nM de LPV pendant 5 min (2), I’intensité du signal
s’inverse par rapport au contrdle : le C5aR non phosphorylé diminue (A2) tandis que le récepteur
phosphorylé augmente (B2). Cette tendance est retrouvée lors de la mise en contact de 2 nM de

HIgC/HlgB pendant 5 min (A3 et B3).
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Figure IV.1 — Comparaison de la présence du C5aR phosphorylé et non phosphorylé avec la LPV et HigC/HlgB

Les images obtenues par immunocytochimie montrent que le C5aR non phosphorylé est moins présent sur les cellules lors de
I’ajout de LPV (A2) ou de HlgC/HIgB (B2). A I’inverse, le signal fluorescent du C5aR phosphorylé augmente nettement lorsque
les neutrophiles sont mis en contact avec les deux toxines (A3 et B3).

HlgC/HlgB
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1 mM Ca,

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence la stimulation du C5aR lors de la présence des deux

leucotoxines, et également I’activation de la premicre étape a I’internalisation : la phosphorylation.

3 INTERNALISATION

Sur la piste d’une internalisation de la LPV et de HIgC/HIgB, nous avons pu observer précocement un
phénomene intéressant lors de 1’étude de la fixation de LukS-PV sur les neutrophiles, dans du tampon
EGTA supplémenté de 1 mM de calcium. En effet, lorsque les cellules sont mises en contact avec 0,5 nM
de LukS-PV (Figure IV.2), le plateau de fixation est atteint a partir de 20 min. A 30 min, LukF-PV est
ajouté (tracé rouge) et la courbe diminue sensiblement par rapport au composé S seul. Cette baisse de la

fluorescence de la fluorescéine couplée a LukS-PV pourrait étre expliquée par 1’internalisation de la
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toxine dans la cellule, et son passage dans les vésicules acides qui détruiraient alors le fluorochrome ou

diminueraient sa fluorescence.

Fixation de LukS*-PV sur PNN
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Figure IV.2 — Etude de la fixation de LukS-PV marqué i la fluorescéine sur les neutrophiles humains
La fixation de LukS-PV a 0,5 nM devient stable aprés 20 min. L’ajout de 2 nM de LukS-PV se fait donc a 30 min et une légere
baisse est observée par rapport au contréle avec le LUKS-PV seul.

Forts de ces premiers ¢léments démontrant une internalisation des deux leucotoxines, nous avons poussé
I’étude plus loin en utilisant la microscopie confocale, afin de visualiser la présence de la toxine sur la
cellule (Article 1). Une quantification des cellules présentant un marquage périphérique a ainsi été
effectuée sur les neutrophiles dans différentes conditions : les sous-unités seules LukS-PV et HigC, ou
la LPV et HlgC/HIgB, dans un milieu sans calcium montrent une forte localisation périphérique de la
fluorescence, au contraire des deux leucotoxines mises en contact avec 1 mM de calcium ou le signal
de surface diminue fortement. De plus, dans cet article, nous avons pu démontrer que la réponse calcique
était différente si elle concernait une activation par le C5a, la LPV ou HlgC/HIgB. Cette différence serait
due au type de stocks calciques employés. Ainsi, les deux leucotoxines induisent une libération du
calcium provenant du réticulum endoplasmique, mais HigC/HIgB utilise également les stocks acides
comme les lysosomes ou les endosomes. De plus, nous avons pu mettre en évidence une absence de
formation de pore pour LukF-PV sur les membranes synthétiques ou par électrophysiologie,
contrairement a la sous-unité¢ HlgB. Pour aller plus loin, nous avons démontré que c’est la sous-unité F
(LukF-PV et HlgB) qui est responsable de la signalisation calcique. En effet, en intervertissant les
composes F, les profils calciques de la LPV et de HlgC/LukF-PV, ainsi que de HlgC/HIgB et LukS-
PV/HlgB sont sensiblement les mémes. La sous-unité S semble d’abord responsable de la fixation tandis

que le composé F oriente la signalisation cellulaire.




ARTICLE 1

Internalization of staphylococcal leukotoxins that bind and divert the C5a receptor is

required for intracellular Ca®* mobilization by human neutrophils.
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A growing number of receptors, often associated
with the innate immune response, are being iden-
tified as targets for bacterial toxins of the beta-
stranded pore-forming family. These findings raise
the new question of whether the receptors are acti-
vated or merely used as docking points facilitating
the formation of a pore. To elucidate whether
the Staphylococcus aureus Panton-Valentine
leukocidin and the leukotoxin HIgC/HIgB act
through the Cba receptor (C5aR) as agonists,
antagonists or differ from the C5a complement-
derived peptide, their activity is explored on C5aR-
expressing cells. Both leukotoxins equally bound
C5aR in neutrophils and in stable transfected
U937 cells and initiated mobilization of intracellular
Ca*. HIgC/HIgB requires the presence of robust
intracellular acidic Ca** stores in order to evoke a
rise in free [Ca?*), while the LukS-PV/LukF-PV
directly altered reticular Ca?* stores. Intracellular
target specificity is conferred by the F-subunit
associated to the S-subunit binding the receptor.
Furthermore, internalization of the two leukotoxin
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components (S- and F-subunits) associated to
C5aR is required for the initiation of [Ca?*]; mobili-
zation. Electrophysiological recordings on living
cells demonstrated that LukS-PV/LukF-PV does
not alter the membrane resistance of Cb5aR-
expressing cells. The present observations
suggest that part of the pore-forming process
occurs in distinct intracellular compartments
rather than at the plasma membrane.

Introduction

Staphylococcus aureus causes a large variety of human
infections, from mild boils and subcutaneous abscesses
to the severe toxic shock syndrome, necrotizing pneumo-
nia and sepsis, among others (Lowy, 1998). The bacte-
rium colonizes mucosal and skin surfaces and escapes
host immunity through the production of adhesion
proteins (Foster etal, 2014; Popov etal., 2014),
superantigens (McCormick etal, 2001; Lappin and
Ferguson, 2009), cytolysins and pore-forming toxins
(Archer, 1998; Vandenesch et al.,, 2012). Of the latter,
o-toxin assembles as single-component heptamers
to constitute a pore (Menestrina, 1986; Wilke and
Bubeck Wardenburg, 2010; Inoshima et al., 2011). Other
members of the B-barrel pore-forming leukotoxin family
act through the combination of two subunits commonly
known as the fast- (F) and slow-eluted (S) components
(Woodin, 1960). To date this group includes six S. aureus
class S and five class F proteins naturally assembling
as y-haemolysins HIgA/HIgB or HIgC/HIgB, the Panton-
Valentine leukocidin LukS-PV/LukF-PV (PVL), LukM/
LukF’-PV, LukE/LukD and LukA/LukB (Yoong and Torres,
2013; Otto, 2014), which significantly differ in their specific
cellular targets (Meyer et al., 2009; Vandenesch et al.,
2012; Alonzo and Torres, 2014). The subunits of the
B-barrel leukotoxins, which are secreted as separate mol-
ecules, will act synergistically to alter a target cell (Prévost
etal., 2001). It is currently assumed that the class S
component binds to a ‘unique receptor’ and that the sub-
sequent binding of the F-subunit initiates the assembly
of a pre-pore structure (Meyer et al., 2009; Yoong and
Torres, 2013). The class S components LukS-PV and

cellular microbiology
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HIgC associate with human neutrophils by binding a
membrane molecule expressed during differentiation to
the meta-myelocyte stage (Colin et al., 1994; Meunier
etal, 1995). In addition, a link has been suggested
between the toxin binding to the receptor and the
activation of a Ca? conductance, which allows the
oligomerization of S- and F-subunits and the formation of
hetero-octameric pores (Staali et al., 1998; Baba Moussa
etal, 1999; Joubert etal, 2006; Miles etal, 2006).
However, the recent finding that low concentrations
(sublytic) of LukS-PV/LukF-PV activate human neutro-
phils challenges the view of the formation of a pore at
the plasma membrane following the activation of a Ca?*
conductance (Graves et al., 2012).

In the past few years, various active membrane pro-
teins emerged as receptors for S. aureus virulence
factors. The ADAM-10 metalloproteinase allows the ini-
tialization of the sequence of events by which the a-toxin
is transformed into a pore causing cell lysis. However, low
o-toxin concentration caused the activation of ADAM10,
resulting in the cleavage of E-cadherin and the disrup-
tion of epithelial barrier function (Wilke and Bubeck
Wardenburg, 2010; Inoshima et al., 2011). The CCR5
G-protein coupled receptor is considered necessary and
sufficient for the killing of T cells, macrophages and
dendritic cells by the leukotoxin LukE/LukD (Alonzo et al.,
2013), although when targeting neutrophils, the same
leukotoxin binds the chemokine receptors CXCR1 and
CXCR2 (Reyes-Robles et al., 2013). Moreover, recent
data show that the human complement receptors C5a
receptor (C5aR) and C5L2 act as host targets for
LukS-PV and HIgC, mediating both toxin binding and
cytotoxicity (Spaan et al.,, 2013; 2014). Notwithstanding
the above, the identification of steps leading to cell lysis
and the process of pore formation after binding of the
receptor remain elusive events.

The PVL and the y-hemolysin HIgC/HIgB bind the
Cb5aR expressed by human neutrophils and the stably
transfected U937-C5aR cell line. The toxin—receptor
association can be prevented by the Cb5a peptide.
However, similar to o-toxin, HIgC and HIgB subunits
polymerize and form pores in planar lipid membranes
while the PVL subunits do not (Menestrina et al., 2003).
Through a rough analysis of intracellular Ca?* mobiliza-
tion we show that, after binding the C5aR, the acctivity
of leukotoxins that induced cell activation can be modi-
fied by the non-peptide C5aR antagonist W-54011
(Sumichika et al.,, 2002). The y-hemolysin HIigC/HIgB
triggers a rise in intracellular Ca®" by acting on acidic
stores, while LukS-PV/LukF-PV induces Ca?* mobiliza-
tion from reticular stores. Notably, the specificity of the
compartment-associated Ca?" release is supported by
the F-subunit linked to the C5aR-S-subunit complex as
the LukS-PV bound to HIgB initiates Ca?* release from

acidic stores and the HIgC bound to LukF-PV acts as
LukS-PV/LukF-PV. Considering that both LukS-PV/
LukF-PV and HIgC/HIgB are endocytosed shortly after
the association of the F component to the S component
bound to Cb5aR, our results suggest that part of
the pore-forming process possibly occurs in distinct
intracellular compartments rather than at the plasma
membrane.

Results

PVL and HIgC/HIgB bind to the C5aR and mobilize
intracellular Ca?*

Previous work from our group showed that S-subunits of
the PVL and the y-haemolysin HIgC/HIgB compete for
the same binding site (Gauduchon etal., 2001), now
identified as the Cba peptide receptor C5aR (Spaan
etal, 2013; 2014). The two S-subunits, LukS-PV and
HIgC, equally bind C5aR in human neutrophils and in
U937-C5aR-transfected cells and their binding can be
prevented by the presence of the C5a natural peptide
(complementary information, Tables S1 and 2). Upon
binding to the receptor, the two leukotoxins induced
a concentration-dependent intracellular Ca?* release in
neutrophils (Fig. 1A and B), with a half-concentration
effect similar to the binding dissociation constant (Kd) of
each leukotoxin S-subunit (Fig. 1C and D). Moreover,
leukotoxin concentrations near the Kd value do not
generate cell lysis provided that the incubation buffer
contained 1mM Ca? (complementary information,
Fig. S1). Activation of the C5aR by the complement
peptide Cb5a leads to intracellular Ca?* release
(Goldsmith and Dhanasekaran, 2007; Monk etal.,
2007), producing a fast and transient peak of [Ca®]; as
recorded both in human neutrophils (Fig. 1E, green
traces) and U937-C5aR-transfected cells incubated in
1.2 nM Cb5a solution (Fig. 1F, green traces). The binding
of leukotoxins to the same cells induced an intracellular
Ca?* release that diverges both in shape and kinetics.
Concentrations matching the leukotoxins binding affinity
for the receptor resulted for HIgC/HIgB (0.5 nM) in a
slow intracellular rise of free [Ca?'], which in few
minutes returned to a steady-state value above the initial
resting concentration (Fig. 1E and F, dark blue trace)
and for PVL (0.25nM) in a slow to start effect that
gradually reached a long-lasting [Ca?*); plateau (Fig. 1E
and F, red trace). High concentration of isolated S com-
ponents failed to induce [Ca?], mobilization (Fig. 1E and
F, HIgC light blue trace and LukS-PV pink trace). From
these results we conclude that leukotoxins, which bind
to the C5aR through their S-subunits, do not act as
receptor agonists even though they cause intracellular
Ca* release.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology
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Fig. 1. The intracellular Ca* rise triggered by PVL and HIgC/HIgB, at low concentrations, parallels the binding of the relevant S-subunits.
Panels A and B show free intracellular Ca?* values obtained after 4 min of incubation in the presence of indicated concentrations of PVL (A) or
HIgC/HIgB (B). Panels C and D show competition experiments carried out between LukS-PV fluorescein labelled and native LukS-PV (C) or
LukS-PV fluorescein and native HIgC (D). The half-maximum concentration for intracellular Ca** mobilization was the same than the
half-concentration values of S-subunits binding (between 0.2 and 0.5 nM). Panels E and F show the kinetics of the response of human
neutrophils (E) and U937-C5aR cells (F) incubated with Kos concentrations: 1.2 nM C5a (green trace), 0.25 nM LukS-PV/LukF-PV (red trace)
or 0.5 nM HIgC/HIgB (blue trace) solutions. The light blue trace shows the lack of effect of high concentrations of HIgC (5 nM) and the pink
trace LUkS-PV (10 nM). Results are normalized to the maximum fura-2 fluorescent signal obtained after bathing the cells in 0.05% Triton
X-100 to equilibrate [Ca*; with that of the buffer concentration, after which data are expressed as percentage of this value.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology
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The C5aR supports both PVL and HIgC/HIgB to
mobilize intracellular Ca*

The inhibitory effect of thapsigargin (1 uM) pre-incubation
confirmed the reticular origin of the intracellular Ca%*
release due to C5a, both in human neutrophils (Fig. 2A,
light blue trace) and U937-C5aR cells (Fig. 2B, light blue
trace). The non-peptide antagonists of C5aR, W-54011
(20 nM) (Proctor etal., 2004), and C3aR, SB-290157
(1 uM) (Mathieu et al., 2005), discriminated between the
intracellular Ca?*-releasing effects of C5a and the two
leukotoxins. As expected, the presence of W-54011 fully
prevented the C5a activation of the receptor in neutrophils
(Fig. 2A, red trace) and partially in transfected cells
(Fig. 2B, red trace). Moreover, SB-290157 had no signifi-
cant effect in either cell (Fig. 2A and B, green traces). The
antagonist W-54011 reduced by 72% * 7% the effect of
PVL in human neutrophils (n=3) and by 35% + 15% in
U937-C5aR cells (n=3) (Fig.2C and D, red traces).
The presence of 1 uM SB-290157 slightly shortened the
latency of PVL effect both in neutrophils and U937-C5aR
cells (Fig. 2C and D, green trace). Surprisingly, W-54011
(20 nM) amplified the activity of HIgC/HIgB up to
149% £ 23% (n=3) in neutrophils and 181% + 23%
(n=3) in U937-C5aR cells (Fig. 2E and F, red trace) and
SB-290157 (1 uM) slightly decreased the peak amplitude
(Fig. 2E and F, green trace). As expected, non-transfected
U937 cells were entirely insensitive to very high concen-
trations of C5a (12 nM), PVL (0.1 uM) or HIgC/HIgB
(0.1 uM). Taken together, these results strengthen the
notion of C5aR fostering the cellular activity of the two
leukotoxins, although the outcome of each leukotoxin
effect is significantly different from that of C5a. Therefore,
to clarify the relationships between C5aR and the cellular
activity of leukotoxins we checked for their strategy to
raise free intracellular Ca?".

The leukotoxins PVL and HIgC-HIgB deplete diverse
intracellular compartments of their Ca?* content

We previously showed that HIgC/HIgB has no direct
relationship with plasma membrane Ca?" channels in
granular neurons (Jover etal., 2013) and we obtained
similar results in human neutrophils. Nevertheless, the
alteration of established Ca?* internal stores (Laude
and Simpson, 2009) revealed a relationship with the
leukotoxins. To achieve this, the endoplasmic reticulum,
which releases Ca?* through IP3 and ryanodine recep-
tors, was emptied through the use of the SERCA blocker
thapsigargin (Periasamy and Kalyanasundaram, 2007).
The more diffuse intracellular Ca?* pool, which is
insensitive to inositol 1,4,5-trisphosphate, was depleted
through the action of ionomycin (Fasolato efal., 1991).
The contribution of acidic organelles was tested through

the action of bafilomycin A1 (a V-type H*-ATPase inhibi-
tor) or the cathepsin C substrate glycyl-phenylalanine
2-naphthylamide (GPN), which drives the blockade of
lysosomes by altering their osmolarity (Galione et al.,
2010). In neurons, HIgC/HIgB action impinges first on
the acidic Ca*" stores by modifying a nicotinic acid
adenine dinucleotide phosphate (NAADP)-activated
mechanism (Jover et al., 2013). Herein, in the presence
of the NAADP competitor Ned-19 (Rosen et al., 2009),
the free [Ca*"], change due to HIgC/HIgB was increased
by 159% + 18% (Fig. 3A1) whereas the PVL effect was
unaltered by the drug (Fig. 3A2), supporting a particular
link between an acidic store and HIgC/HIgB but not with
PVL. The blockade of the H*-ATPase by bafilomycin A
(100 nM, Fig. 3B1, red trace) and the alteration of
lysosomes through GPN (50 uM, Fig. 3B1, green trace)
both reduced the peak of free [Ca?']; due to HIgC/HIgB
by 67% + 21% and 62% + 10% (n = 3) respectively. Nev-
ertheless, the PVL response was not significantly altered
by these two drugs (Fig. 3B2). The depletion of the
Ca?* content of reticular stores by the SERCA blocker
thapsigargin (1 uM, Fig. 3C1 and C2, red traces) or by
ionomycin (1 uM, Fig.3C1 and C2, green traces)
significantly reduced the effect of both leukotoxins.
Thapsigargin reduced to 60% + 2% (n=3) the effect of
HIgC/HIgB and to 56% 8% (n=3) the PVL activity.
lonomycin abolished almost completely the effect of
both toxins (Fig. 3C1 and C2). The pyrazole derivative
YM-58483 (10 uM), which specifically blocks the store-
operated Ca®*" entry (SOCE) (Ishikawa etal., 2003),
inhibited HIgC/HIgB activity to 72% +17% (n=23)
(Fig. 3D1) whereas it did not significantly altered the
effect of PVL (Fig.3D2). These results confirm that
HIgC/HIgB triggers a Ca?" release from acidic stores that
can be amplified by a further release of Ca?* from the
reticulum, finally leading to SOCE activation (Jover
etal., 2013), and unveils a different reticular Ca?*
release by PVL. They also raise the question of how
the outcome of two leukotoxins binding the same recep-
tor may differ with regard to their effect on intracellular
Ca?" release. We therefore focused our attention on
the F-subunits and their ability to target specific
compartments.

The F-subunit of leukotoxins determines the intracellular
compartment releasing Ca®

The two S-subunits, which directly associate with C5aR,
can form active compounds with either LukF-PV or HigB
(Ferreras et al.,, 1998), although the affinity of HigB for
HIgC is higher than that of LukF-PV for HIgC and, simi-
larly, the association of HIgB to LukS-PV is less effective
than HIgC. We checked for the cellular activity of different
subunit associations in order to discriminate the specific

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology
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Fig. 2. PVL and HIgC/HIgB trigger specific cellular responses after binding C5aR. Panels on the left (A, C and E) present records carried out
on human neutrophils and the right panels (B, D and F) on U937-C5aR-transfected cells. Control traces for C5a peptide (1.2 nM), PVL

(0.25 nM) and HigC/HIgB (0.5 nM) are shown as blue traces. The red traces depict recordings in cells incubated in the presence of 20 nM
W-54011 prior to addition of the corresponding inducer: panels A and B: C5a; panels C and D: PVL; and panels E and F: HIgC/HIgB. Similarly,
green traces in the same panels illustrate records of cells incubated in the presence of 1 uM SB-290157. In panels A and B, the light blue line
corresponds to records in the presence of 1 uM thapsigargin before addition of C5a. Results are normalized to the maximum fura-2
fluorescent signal obtained after bathing the cells in 0.05% Triton X-100 to equilibrate [Ca?]; with that of buffer concentration, then expressed

as a percentage of this value.

contribution to Ca?* release by the F-subunits. The activity
of HIgC (1.5 nM) associated to LukF-PV (15 nM) was

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology

compared with the control test of HIgC/HIgB (0.5 nM). The
complex HIgC/LukF-PV (Fig. 4A, red trace) induced a rise
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Fig. 3. The leukotoxin identity determines the intracellular compartment releasing Ca?". Panels on the left (under score 1) show human
neutrophils fura-2 fluorescence records carried out in the presence of 0.5 nM HIgC/HIgB leukotoxin and panels on the right (under score 2) in
the presence of 0.25 nM LukS-PV/LukF-PV (blue traces: leukotoxin control records).

A and A.. The red traces illustrate records of cells previously incubated in the presence of NAADP antagonist Ned19 (100 uM).

B; and B.. The H*-ATPase blocker bafilomycin (100 nM) in red and the lysosomal disrupter GPN (50 uM) in green.

C, and C; show the results of reticular depletion carried out with 1 uM thapsigargin (SERCA blocker, red) and 1 uM ionomycin (reticular

ionophore, green).

D, and D; illustrate the effect of the SOCE blocker pyrazole derivative YM-58483 (10 uM).
Results are normalized to the maximum Fura-2 fluorescent signal obtained after bathing the cells in 0.05% Triton X-100 to equilibrate [Ca®];
with that of buffer concentration, then expressed as a percentage of this value.

in [Ca*7, with a delayed kinetic relative to HIgC/HIgB
(Fig. 4A, bleu trace) and the complex LukS-PV (0.5 nM)/
HIgB (1 nM) (Fig. 4B, red trace) initiated an accelerated
increase of [Ca?*]; relative to LukS-PV/LukF-PV (0.25 nM)
(Fig. 4B, bleu trace). The observed kinetics suggest that
LukF-PV may behave as a limiting factor for the initiation
of Ca2* mobilization. Hence, after lysosome disruption by
GPN, we looked at the cellular activity of the different
subunit associations. The same conditions that signifi-
cantly reduced the HIgC/HIgB-induced Ca?" release left
unaltered the PVL effect (Fig. 3B1 and B2, green traces).
When the HIgB subunit was associated with LUkS-PV, the
Ca?*-releasing effect was reduced through the action of
GPN (Fig. 4D, red trace) but the activity of the HIgC/
LukF-PV association remained unaltered (Fig. 4C, red
trace). These results argue in favour of a specific role of
the F-subunit for the intracellular Ca** release activation.
In addition, they suggest that each particular F-subunit
needs a distinct environment to be active.

The HigB subunit is required in the complex to confer
pore-forming properties

The intracellular effect of leukotoxins, highlighted through
the pharmacological analysis, leads us to question the
capability of each leukotoxin to form a pore at the plasma
membrane. Previous observations in lipid membrane
preparations (Ferreras et al., 1998; Comai et al., 2002)
separated the PVL and HIgC/HIgB by their ability to form
a pore. Using the same preparations, we confirm that the
presence of the HIgB subunit when associated with
either HIgC or LukS-PV drives the complex to the forma-
tion of 185 pS conductance pores. HIgB similarly gives
competence of either dimer to induce the release of
calcein trapped in lipid microvesicles (see Fig. S2 of
complementary results). Further, we recorded the trans-
membrane resistance of CbaR-transfected cells and
U937 control cells in the presence of different combina-
tions of subunits while maintaining the membrane
potential at .60 mV (Lonchamp et al., 2010). Membrane
resistance (Rm = V/I, according to Ohms law) was moni-
tored by analysing the current traces (I) corresponding to
changes in transmembrane potential (V). After a control
determination of R, the studied leukotoxin was applied

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology

to the bath and R., determined every minute for a
minimum of 10 min. No significant changes were
observed in Ry, of U937-C5aR-transfected cells bathed in
saturating concentrations of PVL. Figure 5A1 shows a
characteristic example while Fig. 5A2 summarizes the
results of eight independent experiments before and
after the addition of 2nM PVL (equal to 10 times its
half-concentration effect or its binding affinity to C5aR).
In contrast, saturating concentrations of HIgC/HIgB
(2 nM) induced an abrupt decrease in membrane resist-
ance after a 5 min incubation of the cells. Figure 5B1
illustrates an example of a cell recorded in the presence
of HIgC/HIgB, and Fig. 5B2 depicts the resting mem-
brane resistance values before and after addition of the
toxin for eight independent cells. Furthermore, in the
presence of high concentration of the mix LukS-PV
and HigB (4 nM each) about 50% of cells generated
changes in membrane resistance of C5aR-expressing
cells. Figure 5C1 illustrates a responding cell while
Fig. 5C2 summarizes the results of resting membrane
resistance recordings. Concentrations up to 10 nM HIgC/
HigB failed to induce any modification in membrane
resistance in U937 cells (Fig. 5B1, grey triangles). These
results reinforce the notion of a cellular specific effect
primed by each leukotoxin, even though the two
bi-component complexes share the C5aR to bind to
the cell.

Both PVL and HigC/HIgB are internalized by neutrophils

Altogether, the earlier results suggest that the association
of either LukS-PV or HIgC to C5aR fails to achieve intra-
cellular Ca?" release, while the consecutive association of
the F-subunit to the S-subunit—-C5aR complex initiates the
release of Ca?* from diverse internal compartments. To
achieve this, the internalization of the bound C5aR could
provide the leukotoxins with the ability of triggering Ca*
release from internal stores. To verify the hypothesis, spe-
cific antibodies raised against each S-subunit were used
to observe the leukotoxin location in human neutrophils
following various treatments. After incubation with
leukotoxins, cells were fixed and fluorescently stained
with the appropriate antibodies, together with the
B-subunit of cholera toxin (Alexa-488 labelled) to tag the
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Fig. 4. The leukotoxin F-subunits HIgB and LukF-PV bear the specificity for the compartment releasing Ca?": HigB from acidic stores and

LukF-PV from neutral stores.

A. HIgC/HIgB (0.5/0.5 nM, blue trace) and HIgC/LukF-PV (1.5/15 nM, red trace).

B. LukS-PV/LukF-PV (0.25/0.25 nM, blue trace) and LukS-PV/HIgB (0.5/1 nM, red trace).

C. Control recording of 1.5/15 nM HIgC/LukF-PV (blue trace) and GPN-treated cells prior to the addition of HIgC/LukF-PV (red trace).

D. Control recording of 0.5/1 nM LukS-PV/HIgB subunits (blue trace) and GPN-treated cells prior to the addition of LukS-PV/HIgB (red trace).
Results are normalized to the maximum fura-2 fluorescent signal obtained after bathing the cells in 0.05% Triton X-100 to equilibrate [Ca?'];
with that of buffer concentration. The use of these concentrations highlights the similarity between the responses of HIgC/LukF-PV and the

LukS-PV/LukF-PV and those between HIgC/HIgB and LukS-PV/HIgB.

plasma membrane. A Leica SP5-II confocal microscope
was used to acquire single optical slices of random
areas from different preparations. The proportion of cells
showing an intense labelling of the membrane was deter-
mined for S-subunits alone (Fig. 6A1a: 2 nM LukS-PV
and Fig. 6B1a: 2 nM HIgC). After addition of the corre-
sponding F-subunit (Fig. 6A2a: 2 nM PVL and Fig. 6B2a:
2 nM HIgC/HIgB), the leukotoxin-associated fluorescence

migrated from the membrane towards the cytosol. When
the cells were incubated in a Ca?-free buffer, the addition
of the F-subunit did not induce the migration of the
leukotoxin-associated fluorescence (Fig. 6A3a: 2 nM PVL
and Fig.6B3a: 2nM HIgC/HIgB). The cell plasma
membrane labelling dropped from 74% + 1% of positive
cells with LUkS-PV to 52% * 2% 5 min after the addition of
LukF-PV and to 31% £ 3% when cells were incubated for

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology
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Fig. 5. The HIigB subunit confers the ability to alter the membrane resistance of U937-C5aR-transfected cells.

A. The membrane resistance of C5aR-transfected cells recorded in the presence of 2 nM PVL remained constant over a 10 min incubation
period. A1 shows the Ry, recording of a representative cell. The histogram in A2 assembles the Rm values of eight independently recorded
cells prior to and 10 min after the addition of 2 nM PVL.

B. The Rn of C5aR-transfected cells dropped dramatically in the presence of 2 nM HIgC/HIgB, whereas it remained elevated in
non-transfected U937 cells. B1 shows the membrane resistance recording of a C5aR cell incubated in the presence of 2 nM HIgC/HIgB (black)
compared with a representative recording of a non-transfected U937 cell (grey triangles) recorded in the presence of 10 nM HIgC/HIgB. B2
summarizes membrane resistance values for 10 independent experiments prior to and after the addition of 2 nM HIgC/HIgB (10 min).

C. C5aR-transfected cells were challenged by a 4 nM solution of LukS-PV/HIgB combination. Membrane resistance dropped in 50% of the
cells after an 8 min incubation with the latter combination while in the remaining half, membrane resistance remained unchanged for more
than 10 min. C1 shows the Ry recording a C5aR cell incubated in the presence of the LukS-PV/HIgB combination and C2 the R, values prior
to addition of LukS-PV/HIgB and after a 10 min incubation in seven independent experiments. High concentrations of leukotoxins, relative to
their affinity for the C5aR, were chosen in order to favour pore formation.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology
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10 min in the presence of PVL (Fig. 6C1). The labelling of
cells incubated in the presence of HIgC/HIgB subunits
followed a similar distribution pattern (Fig. 6C2).

Discussion

Through this work we confirm that the haemolysin HIgC/
HIgB and the leukocidin PVL both bind the C5aR (Tables
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S1 and 2, complementary information), which is in agree-
ment with the work of other groups (Spaan et al., 2013;
2014). Moreover, we describe the intracellular Ca2*
homeostasis alteration that follows the leukotoxins
binding to C5aR. The identification of the leukotoxins cell
membrane receptor helps to understand the intriguing
conflict between experimental conditions needed to
optimize [Ca?]; records and to determine pore formation.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology
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Fig. 6. F-subunit association to the S-subunit bound to C5aR facilitates the internalization of the resulting complex. After a 10 min incubation
of human neutrophils in the presence of 2 nM of isolated S-subunits, labelling with toxin-specific antibodies against LukS-PV (A1a) and HIgC
(B1a), and an Alexa-555 secondary antibody, was associated with the plasma membrane as highlighted by Alexa-488-CtxB (A1b and B1b
respectively). Panels A1c and B1c show the merge of three fluorescent labels (blue is for the Hoechst 3228 labelling of nuclei). The addition of
the F-subunit for 2-5 min induced an attenuation of membrane labelling likely due to the internalization of the complex.

A2a-c. Representative example of cells labelled after 5 min of incubation in a 2 nM solution of PVL (2a: Alexa-555 secondary antibody, 2b:

Alexa-488-CtxB, 2c: merge as in Alc).

A3a-—c. Cells labeled after 10 min of incubation in a 2 nM PVL solution in Ca?*-free buffer (3a: Alexa-555 secondary antibody, 3b:

Alexa-488-CtxB, 3c: merge as in Alc).

B2a-c. Representative example of cells labelled after 5 min of incubation in 2 nM HIgC/HIgB (2a: Alexa-555 secondary antibody, 2b:

Alexa-488-CtxB, 2c: merge as in B1c).

B3. Cells labeled after 10 min of incubation in a 2 nM HIgC/HIgB solution in Ca?*-free buffer (3a: Alexa-555 secondary antibody, 3b:
Alexa-488-CtxB, 3c: merge as in Bic). Scale bar in merge panels: 5 um (A1c, 2c¢, 3c and B1c, 2c, 3c). The labelled neutrophils presented in
panels A and B are representative of the aspect of counted cells included in the histograms presented in C1 and C2, which summarize the
percentage of human neutrophils exhibiting fluorescent staining with the specific antibodies associated with the plasma membrane under
various incubation conditions indicated at the bottom of each column. Inside the columns the total number of cells considered for the statistics
is indicated, into brackets is the number of independent experiments. A standard experiment comprises three sets of cells for each condition.
Manual counts, made by two independent persons, were from at least three fields of 0.2 um optical slices acquired with a LSP5-II confocal
microscope. Statistical significance was evaluated by one-way analysis of variance followed by Tukey’s multiple group comparisons.

***P < 0.001; *P<0.01; ns, P> 0.05.

The free intracellular Ca?* mobilization by either PVL or
HIgC/HIgB in human neutrophils is strongly reduced if
cells are incubated in a Ca2?"-deficient buffer (comple-
mentary Fig. S1A and B). Meanwhile, to determine pore
formation, through the use of ethidium bromide or
propidium iodide, the test is to be carried out in a Ca?*-free
buffer in order to observe a significant increase of intrac-
ellular fluorescence (complementary Fig. S1C and D)
(Finck-Barbancon et al., 1993; Colin et al., 1994; Meunier
et al., 1995; Spaan et al., 2013). Therefore, and given that
human neutrophils are activated by sublytic concentra-
tions of PVL (Graves et al., 2012; Yoong and Pier, 2012),
we studied the intracellular Ca?* rise induced by the
leukotoxins (Fig. 1A and B) and their binding to C5aR
(Fig. 1C and D), working always in the same 1 mM
Ca?"-containing buffer. Furthermore, because the half-
concentration effect of each toxin is the same in either
test, the subsequent working concentrations in human
neutrophils were of 0.25 nM for PVL and 0.5 nM for HIgC/
HigB (Fig. 1E).

The S-subunits alone (LukS-PV and HIgC) recognize
and compete with each other for C5aR in human
neutrophils and in stably transfected U937-C5aR cells
but, even at very high concentration, they never alter the
[Ca?'] homeostasis (Fig. 1E and F). The presence of the
Cb5a peptide (1.2 nM) reduces the S-subunits binding
without altering their affinity for the receptor. Besides, the
non-peptide antagonist W-54011 (Klos etal., 2013)
decreases the binding of LukS-PV, while leaving unal-
tered that of HIgC (complementary Table S2), suggesting
differences in their molecular relationship with the recep-
tor. Thus, the two leukotoxin S-subunits expand the
number of natural proteins known to bind C5aR while
acting differently. C5a and the human ribosomal protein
homodimer S19 (hRP S19) act as chemoattractants and
secretagogues (Nishiura et al., 2010). The 17 kDa Skp

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology

chaperone protein of Gram-negative bacteria works as a
pure chemoattractant factor (Shrestha et al., 2004; Jia
etal, 2010), and the chemotaxis inhibitory protein of
S. aureus is a potent antagonist (de Haas et al., 2004;
Postma et al., 2005). Although the leukotoxin S-subunits
alone never elicit an intracellular Ca2* response, it is
important to note a previously reported observation on
LukS-PV, which was able to prime human neutrophils for
the intracellular production of H,O, stimulated by
N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) or phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA), an effect that was reversed by
LukF-PV in a concentration-dependent manner (fig. 8 in
Colin and Monteil, 2003). Adding the F-subunit to the
bound S-subunit is a prerequisite to elicit [Ca?]; mobili-
zation. However, as shown in Fig. 2, the effect induced
by PVL upon binding C5aR is different from the effect
elicited by HIgC/HIgB, and the presence of the antago-
nist W-54011 reduces the activity of PVL while it poten-
tiates that of HIgC/HIgB. This is in good agreement with
the pharmacological dissection analysis we carried out
on the effects of both leukotoxins, which shows that they
trigger Ca?* release from distinct internal stores (Fig. 3).
Although the expression of C5aR is a necessary condi-
tion for a cell to be recognized by PVL or HIgC/HIgB, the
significance of same receptor driving dissimilar toxin-
activated cell responses remains an open question. The
potential for C5aR to adopt at least two active conforma-
tions has been previously suggested (Jia et al., 2010),
and the active form of the bound C5aR is probably deter-
mined by the identity of the leukotoxin S-subunit as their
binding and their activity diverge in the presence of
W-54011 (complementary information Table S2 and
Fig. S2). However, the final outcome of the S- and
F-subunits association to the C5aR is specified by the
identity of the F-subunit, given that each one drives the
leukotoxin dimer to release Ca®" from diverse intracellu-
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lar compartments. Acidic stores are targeted by HigB
associated either to HIgC or to LukS-PV, while LukF-PV
compels the complex to trigger Ca?" release from re-
ticular stores (Fig.4). This is in keeping with the
immunolabelling work, which shows that the S-subunits
bound to the receptor remain associated to the plasma
membrane, while the addition of the F-subunit drives the
fluorescence of the S-subunit into the cell in a Ca?-
dependent manner (Fig. 6). Then, even a sublytic con-
centration of PVL will be active in an intracellular
environment, given that this toxin neither modifies the
cell membrane resistance nor form pores in artificial lipid
membranes contrary to HIgC/HIgB (Fig. 5 and comple-
mentary Fig. S2) (Ferreras et al., 1998; Menestrina et al.,
2003; Alonzo and Torres, 2014). The association of HigB
to LukS-PV alters the membrane resistance (Fig. 5C),
which suggests that HIgB, but not LukF-PV, is endowed
of particular properties to interact with lipids. Interest-
ingly, HIgB and the o-toxin are closely related in their
structure, both contain a rim domain with a preponder-
ance of exposed aromatic residues and a binding site for
phospholipid head groups, which enables their fusion to
lipids (Olson et al., 1999). The o-toxin needs the pres-
ence of ADAM10 to initiate self-assembly and to engage
cell membrane damage (Wilke and Bubeck Wardenburg,
2010; Inoshima etal., 2011); likewise, HIgB requires
HIgC bound to C5aR to begin altering membrane integ-
rity. However, a plasma membrane effect alone will never
explain the block of the [Ca?* ]; rise by bafilomycin A or
GPN, which specifically target acidic intracellular com-
partments (Galione et al., 2010). Moreover, the rates of
change in [Ca?"]; and ethidium bromide fluorescence due
to PVL or HIgC/HIgB (complementary Fig. S1) argue in
favour of the intracellular outcome rather than a plasma
membrane process. In living cells, the alteration of the
plasma membrane is fully observed only if the buffer is
devoid of Ca*. But, in the presence of a physiological
Ca?* concentration, membrane damage starts long after
the release of intracellular Ca*" is active. Under this
scheme a rapid endocytosis aimed at cell membrane
repair does not fit properly as the low leukotoxin concen-
tration starts the activation of neutrophils long before
membrane damage. Internalization will ultimately transfer
the leukotoxins activity, or membrane-damaging ability, to
an internal cell compartment. Nevertheless, competition
may exist between receptor-dependent internalization
and plasma membrane alteration, particularly when HigB
is part of the active leukotoxin. In artificial lipid mem-
branes, where the pore formation is the only possible
outcome for leukotoxin activity, LukS-PV/LukF-PV and
HIgC/LukF-PV never produced transmembrane current
or vesicle permeabilization contrary to LukS-PV/HIgB
(complementary Fig. S2). The recording of membrane
resistance in living cells produced similar results prob-

ably due to an inhibitory effect on internalization caused
by the presence of 135 mM CsSOy in the buffer filling the
pipette electrode. Then, in experiments carried out in
physiological conditions, the competition between the
two mechanisms can be driven in favour of leukotoxin
internalization, which is the mechanism supporting the
intracellular Ca?* release. Experimental conditions as
extracellular Ca?-free buffer or non-physiological intrac-
ellular salts (CsSQs) probably reinforce the membrane-
damaging mechanisms. The discovery of specific cellular
receptors binding staphylococcal leukotoxins calls for
careful pharmacological studies at low toxin concentra-
tion to reach a better understanding of their cellular
effects. To focus the attention on plasma membrane
damage, which often requires the use of high concentra-
tions of leukotoxins and pharmacological drugs (Yanai
etal, 2014), may lead to a wrong interpretation about
the cellular and molecular mechanisms involved. The
understanding of the cellular effects triggered by low
concentration of leukotoxins appears of critical impor-
tance given that, out of focal infection areas, low doses
of leukotoxin are more likely to support virulence in
S. aureus diseases. For the leukotoxins that bind C5aR,
the study of their effects must be extended to cells and
tissues expressing the receptor, such as cells of the
endothelial tissue (Jacob etal, 2010; Mueller etal.,
2013) or neurons in the brain (Rothermel et al., 2000;
Bénard et al., 2004; Jover et al., 2013).

Experimental procedures
Ethics statement

Buffy coat donators were adult volunteers that provided informed
consent. Written consent was collected by the ‘Etablissement
Frangais du Sang (Strasbourg, France)’, which kept the informa-
tion confident.

Drugs and chemicals

Thapsigargin, ionomycin, bafilomycin A1, glycyl-1-phenylalanine
2-naphthylamide (GPN) and Triton X-100 were purchased from
Sigma-Aldrich. YM-59483 and trans-Ned-19 were from Tocris
Bioscience. W-54011 and SB-290157 were from Calbiochem
while fura-2 acetoxymethyl ester (fura-2/AM) was from Molecular
Probes® Life Technologies (Fisher Scientific).

Human polymorphonuclear cell (hPMN) preparation

PMNs were prepared from buffy coats purchased at
Etablissement Francais du Sang obtained from healthy donors of
either sex within 24 h after blood donation, following the previ-
ously described procedure (Finck-Barbancon et al., 1993; Meyer
et al., 2009).

Undifferentiated U937 and U937-C5aR cell cultures

Cell lines, which respectively do not express or stably express the
C5aR receptor (Kew et al,, 1997), were a generous gift from
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Professor J.A. van Strijp (Utrecht University). Cells were cultured
in 250 ml flasks at 37°C under a 5% CO, atmosphere in Roswell
Park Memorial Institute RPMI-1640 medium (50 ml per flask)
supplemented with 10% (v/v) heat-decomplemented foetal calf
serum PAN Biotech™ and 0.1% (w/v) of both penicillin and strep-
tomycin PAN Biotech™ (Dominique Dutscher).

Leukotoxin purification

The S. aureus HIgC/HIgB and the PVL were purified as previ-
ously described (Werner et al., 2002). Leukotoxin mutations and
purification were described earlier (Gauduchon et al., 2001).
Briefly, proteins were purified by affinity chromatography on
glutathione-sepharose 4B followed by cation exchange fast-
performance liquid chromatography after removal of the GST tag
with Precision Protease (GE Healthcare). They were controlled
for homogeneity by radial gel immunoprecipitation and sodium
dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis before being
stored at —80°C.

Leukotoxin labelling

The mutated proteins HigB S27C, LukS-PV G10C and LukF-PV-
Cys were fluorescein labelled to obtain HIgB*, LukS-PV* and
LukF-PV*: 500 uL of 50 uM HigB S27C, LukS-PV G10C or
LukF-PV-Cys were mixed with a 20-fold excess of fluorescein
5-maleimide Molecular Probes® Life Technologies (Fisher
Scientific) and were incubated for 1h 30 min in darkness
at room temperature in a total volume of 500 pul in 0.1 M 2-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yllethanesulfonic acid (Hepes), 0.2 M
NaCl and 1 mM 22’2 2-(Ethane-1,2-diyldinitrilo)tetraacetic
acid (EDTA) (pH 7.8). The mixtures were then desalted and the
coupling yield for HIgB*, LukS-PV* or LukF-PV* determined
through the ratio of fluorescein (€492 nm = 80 000 cm mol~') con-
centration to protein concentration obtained from Bradford titra-
tion (Bio-Rad). Only leukotoxins with a coupling yield higher than
0.95 but less than 1 were used in this study.

Spectrofluorimetry

Variations in intracellular-free Ca?* levels were determined by
recording the fura-2 fluorescence contained in hPMNs as previ-
ously described (Finck-Barbancon et al., 1993). Briefly, cells
were loaded with 4 uM fura-2 AM in ethylene glycol-bis(2-
aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EGTA) buffer for
45 min in darkness at room temperature. Thereafter, hPMNs
were washed twice and then suspended (3.5 x 10° cells per mil-
lilitres) in EGTA buffer. Two millilitres of hPMNs was incubated for
5 min with 1.1 mM CaCl, in a 4 ml polystyrene cuvette (1 cm light
path). Variations in fluorescence intensity were recorded at 37°C
with a dual-excitation spectrofluorometer (Deltascan; PTI) oper-
ated in a ratio mode for fura-2 at excitation wavelengths of 340
and 380 nm (slit widths, 4 nm) and an emission wavelength of
510 nm (slit widths, 4 nm). To compare the effects of different
toxins in various conditions, the fluorescent signal was standard-
ized by giving the background, or zero value, before the addition
of the toxin. The 100% value to the fluorescence is measured
after the addition of Triton X-100 (0.05%, final concentration)
which equilibrates the internal Ca®" concentration with that of
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buffer content. Results are expressed as percentage of the
maximum after subtraction of the background value.

Electrophysiological recording of passive plasma
membrane resistance in U937-C5aR cells

For single-cell electrophysiological recordings, a suspension of
10* cells (30 ul) was transferred to poly-lysine coated culture
dishes; after 5 min, 2 ml of HBSS was added to the cells and the
dish moved to the fixed stage of a Nikon upright microscope.
Five-5 MQ micro-electrodes were pulled from borosilicate glass
capillaries (Clark Electromedical Instruments) and filled with a
solution containing 135 mM CsMeSQO,, 1 mM MgCl,, 5 mM NaCl,
10 mM HEPES/CsOH, 4 mM Mg-ATP and 0.4 mM Na,-GTP,
pH = 7.3 adjusted with CsOH. For the electrode approach, cells
were observed through a 40x objective, Differential interference
contrast mode. Whole-cell membrane currents were recorded
at room temperature (22-24°C) using the patch clamp
technique (Axopatch 200A amplifier; Axon Instruments). Cell
transmembrane potential was held at -60 mV, while passive
transmembrane resistance (Rn) was determined from membrane
current changes (Al) induced by a series of hyperpolarizing and
depolarizing square pulses (AV, 200 ms duration, with stepwise 5
mV increments) under voltage clamp. This protocol was repeated
once every minute throughout the duration of the experiment.
The recorded signals were digitized at 20 kHz using a Digidata
1320 (Axon Instruments) and stored on a PC hard drive. Offline
analyses were performed using pClamp-8 (Axon Instruments)
software, which was previously filtered at 1.5 KHz. For each set
of data (i.e. one protocol), R, was determined by averaging the
AV/Al values.

Flow cytometry determinations

Flow cytometry data were obtained using a FACSort cytometer
(Becton Dickinson) equipped with a 15 mW argon laser tuned
to 488 nm. hPMNs were classically distinguished by forward
and side light scatter. Binding of toxins on hPMNs was deter-
mined by measuring fluorescein fluorescence of labelled toxins.
Fluorescence intensities were recorded in the FL1 channel
(emission wavelength, 530 nm). The FACSort cytometer was
adjusted in such a way that calibrated fluorescent microbeads
(Immuno-Brite; Coulter Corporation) displayed the same fluo-
rescence intensity for each experiment. Resulting mean fluo-
rescein fluorescence intensity was expressed in standardized
fluorescence units.

Immunocytochemistry

The subcellular localization of leukotoxins in hPMNs was
detected using rabbit polyclonal antibodies independently
raised against the HIgC, HigB, LukS-PV and LukF-PV subunits
(Finck-Barbangon etal, 1991; Meyer etal, 2009). Cells,
attached to poly-lysine treated coverslips, were incubated at
room temperature for 5 or 10 min in the presence of S-subunits
alone or the complete leukotoxin and, after washing, were fixed in
4% (v/v) paraformaldehyde and 4% (w/v) sucrose in phosphate-
buffered saline (PBS) for 5 min at room temperature. Cells were
then incubated for 30 min in 150 mM glycine in PBS (for reducing
tissue autofluorescence), permeabilized for 5 min in chloroform
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at —20°C and washed in ethanol before rehydration in PBS. Fixed
cells were incubated overnight in blocking buffer (10% FCS,
5 mg mi~' BSA in PBS) then transferred for 60 min in a 1 ug mi~
PBS solution of specific primary antibodies, containing 5% FCS
and 1 mg mlI~' BSA. After repeated washings, cells were incu-
bated with Alexa-labelled secondary antibodies Molecular
Probes® Life Technologies (Fisher Scientific) for 60 min, then
washed and incubated for 30 min in the presence of a 0.3 ug ml~!
solution of Alexa-488-labelled cholera toxin B-subunit Molecular
Probes® Life Technologies (Fisher Scientific) and 10 ug ml™
Hoechst 32258 Sigma-Aldrich for labelling of the plasma mem-
brane and cell nuclei respectively. Coverslips mounted in Mowiol
were stored at 4°C until observation. Confocal images were
produced at the In vitro Imaging Facility of the Neuropdle/Centre
de Neurochimie de Strasbourg using a Leica SP5Il inverted
confocal microscope (63x objective). Fields of 1024 x 1024
pixels were acquired using a 405 nm diode (ultraviolet), a 488 nm
argon laser (green) and a 561 nm diode-pumped solid-state
laser (red).

Statistical analysis

Results are expressed as mean * standard error of the mean of
at least three independent experiments. GraphPad Prism
(version 5 for Windows) was used for preparation of graphs and
statistical analysis. Statistical significant difference between dif-
ferently immunolabelled groups was evaluated by one-way
analysis of variance followed by Tukey’s multiple group compari-
sons. Differences were considered significant at P < 0.05.
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Fig. S1. Extracellular Ca?* is required for leukotoxins to
induce changes in [Ca?]; but not to generate membrane
damaging.

A,B. Recordings of LukS-PV/LukF-PV (A) or HIgC/HIgB-induced
(B) rise in [Ca?"]); in human neutrophils in 1 mM Ca?"-containing
buffer (blue traces) or in Ca®*-free EGTA buffer (red traces). Both
PVL and HIgC/HIgB can induce [Ca*]; changes after binding
C5aR both in the presence of 1 mM Ca®" or, less efficiently, in
Ca*-free EGTA buffer.

C,D. Mean fluorescence intensity of human neutrophils staining
by ethidium bromide diffusion due to LukS-PV/LukF-PV (C) or
HIgC/HIgB (D) incubation. Blue traces illustrate record in 1 mM
Ca?*-containing buffer and the red traces in a Ca?-free EDTA
buffer. Data were obtained using a FACSort cytometer equipped
with a 15 mW argon laser tuned to 488 nm. Ethidium bromide
fluorescence was recorded at a 650 nm wavelength. Note the
scale time differences with panels A seconds and C minutes
and B seconds and D minutes. The time lag for ethidium
bromide permeation into the cells stresses the inhibitory role
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of extracellular Ca®" for the membrane-disrupting ability of
leukotoxins.

Fig. S2. The presence of HIgB is necessary for pore formation in
lipid bilayers.

A. Time course of pore opening in diphytanoyl-
phosphatidylcholine lipid bilayers challenged by the presence of
4 nM HIgC/HIgB (black trace) or LukS-PV/HIgB (gray trace) in the
cis-side. Both leukotoxins were consistently able to form pores,
although with a different time scale: during a longer recording
period, the current measure for LukS-PV/HIgB was 10-20 times
lower that for the HIgC/HIgB combination. Buffer composition was
100 mM KCI, 20 mM HEPES, pH 7.0. Final concentration of the
toxin was 4 nM for each component; applied voltage was +40 mV.
B. Histograms of a single-pore conductance (G) for HIgC/HIgB
(black bars) and LukS-PV/HIgB (grey bars). The mean conduct-
ance was 175.6 = 15.8 pS (n=280 pores) and 184.8 + 19.5 pS
(n=16 pores) for HIgC/HIgB and LukS-PV/HIgB, respectively,
consistent with previously published values (Comai et al., 2002;
Dalla Serra et al., 2005).

C. Threshold concentration required to establish a pore obtained
by measuring calcein released from dioleoylphosphatidylcholine/
cholesterol (1:1 molar ratio) vesicles pre-loaded with a 80 mM
calcein solution (pH 7.0). The increasing concentrations of HigC/
HIgB (squares) gave a half-concentration effect of 0.5 nM and for
LukS-PV/HIgB (circles) above 1.5 nM. PVL and HIgC/LukF-PV
(triangles) failed to induce calcein release. P% (y-axis) is the
permeabilizing activity as defined in Experimental procedures
section. Technical methods were planar lipid bilayer experi-
ments. Solvent-free planar lipid bilayers were prepared by the
apposition on both sides of a 0.1 mm aperture made in a 25 pm
thick Teflon septum (pretreated with pentane:n-hexadecane
20:1) of two monolayers of diphytanoyl phosphatidylcholine
(DPhPC, > 99% pure from Avanti polar lipids) spread from a
5 mg ml~" lipid solution in pentane as described previously (Dalla
Serra and Menestrina, 2000). Bicomponent couples were added
on one side only (called cis) to preformed bilayers; the voltage
potential was applied on the cis side while the trans side was
grounded. Macroscopic currents were recorded by a patch
clamp amplifier (Axopatch 200; Axon Instruments). A PC
equipped with a DigiData 1200 A/D converter (Axon Instruments)
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was used for data acquisition. Current traces were filtered at
100 Hz and acquired at 500 Hz using the Axoscope 8 software
(Axon Instruments). Measurements were performed at room
temperature as described previously (Laventie etal, 2013).
Permeabilization

of lipid vesicles. Large unilamellar vesicles (LUV) comprised
of a 1:1 molar ratio of dioleoyl phosphatidylcholine/cholesterol
(DOPC/Ch) were prepared as previously described (Ferreras
etal., 1998) by the extrusion method. A suspension of multi-
lamellar liposomes prepared in the presence of 80 mM calcein
(Sigma), pH 7.0, was extruded 31 times through polycarbonate
membranes with 100 nm pores. Vesicle permeabilization was
assayed in a fluorescence microplate reader (Fluostar Galaxy,
BMG Germany) with excitation and emission filters at 480 and
540 nm respectively. The two components of the complex,
always at the same concentration, were serially twofold diluted in
10 mM Tris/HCI, 20 mM NaCl and 0.1 mM EDTA, pH 7.0 and
dispensed into wells of a 96-well microplate, after which 100 pl of
calcein-loaded LUVs were added at a final lipid concentration of
5uM. The time course of calcein release was recorded for
45 min at room temperature and expressed as the increase in
fluorescence owing to the dequenching of the released
dye when diluted in the external medium. Toxin-induced
permeabilizing activity was calculated as: P(%) = 100(Ft — Fi)/
(Fm — Fi) (Couppié and Prévost, 1997) where Fi is the initial
fluorescence prior to adding the toxins, Ft the value at time t (i.e.
45 min), and Fm the maximal value after addition of 1 mM Triton
X-100. Spontaneous release of calcein was negligible.

Table S1. Dissociation constants of the S-subunits of LukS-PV/
LukF-PV and HIgC/HIgB in human neutrophils and in the U937-
Cb5aR cell line, alone or in the presence of the C5a peptide or the
W-54011 antagonist. Data were obtained using a FACSort
cytometer (Becton Dickinson).

Table S2. Competition for binding to the Cb5aR between
LukS-PV or HIgC and the Cba peptide or the antagonist
W-54011 both in human neutrophils and in the U937-C5aR cell
line. The high affinity antagonist of the C3a receptor,
SB-290157 (Ames etal, 2001), had no significant effect on
leukotoxin binding. Values in parentheses indicate the number
of repetitions.
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Complementary figure 1: Extracellular Ca?* is required for leukotoxins to induce changes in
[Ca?']i but not to generate membrane damaging. Panels A and B: Recordings of LUkS-PV/LukF-PV
(A) or HigC/HIgB-induced (B) rise in [Ca?*]; in human neutrophils in 1 mM Ca?*-containing buffer (blue



traces) or in Ca?*-free-EGTA buffer (red traces). Both PVL and HIgC/HIgB can induce [Ca?*] changes
after binding C5aR both in the presence of 1 mM Ca?* or, less efficiently, in Ca?* free-EGTA buffer.

Panels C and D: Mean fluorescence intensity of human neutrophils staining by Ethidium bromide
diffusion due to LukS-PV/LukF-PV (C) or HIgC/HIgB (D) incubation. Blue traces illustrate record in 1 mM
Ca?* containing buffer and the red traces in a Ca?*-free-EDTA buffer. Data were obtained using a
FACSort cytometer equipped with a 15 mW argon laser tuned to 488 nm. Ethidium bromide fluorescence
was recorded at a 650 nm wavelength. Note the scale time differences with panels A seconds and C
minutes and B seconds and D minutes. The time lag for Ethidium Bromide permeation into the cells

stresses the inhibitory role of extracellular Ca?* for the membrane disrupting ability of leukotoxins.
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Complementary figure 2: The presence of HigB is necessary for pore formation in lipid

bilayers.

A: Time course of pore opening in diphytanoyl-phosphatidylcholine lipid bilayers challenged by the
presence of 4 nM HIgC/HIgB (black trace) or LukS-PV/HIgB (gray trace) in the cis-side. Both leukotoxins
were consistently able to form pores, although with a different time scale: during a longer recording
period, the current measured for LukS-PV/HIgB was 10 to 20 times lower that for the HIgC/HIgB
combination. Buffer composition was 100 mM KCI, 20 mM Hepes, pH 7.0. Final concentration of the
toxin was 4 nM for each component; applied voltage was +40 mV. B: Histograms of a single pore
conductance (G) for HIgC/HIgB (black bars) and LukS-PV/HIgB (grey bars). The mean conductance
was 175.6 £ 15.8 pS (n=280 pores) and 184.8 £ 19.5 pS (n=16 pores) for HIgC/HIgB and LukS-PV/HIgB
respectively consistent with previously published values (Comai et al., 2002, Dalla Serra et al., 2005).
C: threshold concentration required to establish a pore obtained by measuring calcein released from
dioleoylphosphatidylcholine/cholesterol (1:1 molar ratio) vesicles pre-loaded with a 80 mM calcein
solution (pH 7.0). The increasing concentrations of HIgC/HIgB (squares) gave a half-concentration effect
of 0.5 nM and for LukS-PV/HIgB (circles) above 1.5 nM. PVL and HIgC/LukF-PV (triangles) failed to

induce calcein release. P% (y axis) is the permeabilizing activity, as defined in material and methods.

Technical methods were: Planar lipid bilayer experiments. Solvent-free planar lipid bilayers were
prepared by the apposition on both sides of a 0.1 mm aperture made in a 25 um thick Teflon septum
(pretreated with pentane:n-hexadecane 20:1) of two monolayers of diphytanoylphosphatidylcholine
(DPhPC, >99% pure from Avanti Polar Lipids) spread from a 5 mg/ml lipid solution in pentane, as
described previously (Dalla Serra et al., 2000). Bicomponent couples were added on one side only
(called cis) to preformed bilayers; the voltage potential was applied on the cis side while the trans side
was grounded. Macroscopic currents were recorded by a patch clamp amplifier (Axopatch 200; Axon
Instruments). A PC equipped with a DigiData 1200 A/D converter (Axon Instruments) was used for data
acquisition. Current traces were filtered at 100 Hz and acquired at 500 Hz using the Axoscope 8 software
(Axon Instruments). Measurements were performed at room temperature as described previously
(Laventie et al., 2013). Permeabilization of lipid vesicles. Large unilamellar vesicles (LUV) comprised
of a 1:1 molar ratio of dioleoyl phosphatidylcholine/cholesterol (DOPC/Ch) were prepared as previously

described (Ferreras et al., 1998) by the extrusion method. A suspension of multilamellar liposomes



prepared in the presence of 80 mM calcein (Sigma), pH 7.0, was extruded 31 times through
polycarbonate membranes with 100 nm pores. Vesicle permeabilization was assayed in a fluorescence
microplate reader (Fluostar Galaxy, BMG Germany) with excitation and emission filters at 480 and
540 nm, respectively. The two components of the complex, always at the same concentration, were
serially 2-fold diluted in 10 mM Tris/HCI, 20 mM NaCl and 0.1 mM EDTA, pH 7.0 and dispensed into
wells of a 96-well microplate, after which 100 pl of calcein-loaded LUVs were added at a final lipid
concentration of 5 uM. The time course of calcein release was recorded for 45 min at room temperature
and expressed as the increase in fluorescence owing to the dequenching of the released dye when
diluted in the external medium. Toxin-induced permeabilizing activity was calculated as: P(%) = 100(Ft-
Fi)/(Fm-Fi) (Couppié et al., 1997) where Fi is the initial fluorescence prior to adding the toxins, Ft the
value at time t (i.e. 45 min), and Fm the maximal value after addition of 1 mM Triton X-100. Spontaneous

release of calcein was negligible.



Table 1. - Dissociation constants of the S-subunits of LukS-PV/LukF-PV and HIgC/HIgB in human
neutrophils and in the U937-C5aR cell line, alone or in the presence of the C5a peptide or the W-54011
antagonist. Data were obtained using a FACSort cytometter (Becton Dickinson).

Human Neutrophils: Control 1.2 nM Cb5a 20 nM W-54011
LukS-PV-Fluorescein labeled 0.21+0.04nM  0.35+0.05nM  0.49+0.08 nM
LukS-PV-Fluorescein/ Luk-F-PV 0.17+0.02nM 0.30+0.02nM  0.48 £0.02 nM

LukS-PV / LukF-PV-Fluorescein labeled

15.35+1.78 nM

15.17 £ 2.44 nM

18.30 £ 2.44 nM

Ki HIgC competition / LukS-PV-Fluorescein labeled  0.18 £ 0.02 nM irrelevant irrelevant

HIgC / HigB Fluorescein labeled 0.87 £0.12 nM 1.16+£0.15nM  0.68 £0.10 nM
U937-C5aR : Control 1.2 nM Cbha 20 nM W-54011
LukS-PV-Fluorescein labeled 0.32+0.13nM 0.43+0.17 nM 0.37 £ 0.16 nM
LukS-PV-Fluorescein/ LukF-PV 0.29+0.05nM 0.38+0.08nM  0.58 £0.12 nM

LukS-PV / LukF-PV-Fluorescein labeled
Ki HIgC competition / LukS-PV-Fluorescein labeled

HIgC / HigB Fluorescein labeled

35.34+9.13nM 35.16 £ 0.42 nM

0.12+£0.05nM

2.16x0.42nM

irrelevant

221+045nM

29.22 £+ 8.05 nM
irrelevant

1.33+0.24 nM

Table 2. — Competition for binding to the C5aR between LukS-PV or HIgC and the C5a peptide or the
antagonist W-54011 both in human neutrophils and in the U937-C5aR cell line. The high affinity
antagonist of the C3a receptor, SB-290157 (Ames et al., 2001), had no significant effect on leukotoxin

binding. Values in parentheses indicate the number of repetitions).

Human Neutrophils

C5a1.2nM W-54011 20
nM

42 +8 % (5)

SB-290157
1uM

0.25 nM LukS-PV-Fluorescein labeled 45+9 % (4) 103 £ 6 % (2)

0.25 nM LukS-PV-Fluorescein labelled + 0.25 nM LukF-PV ~ 69+3 % (3) 67 +9 % (5) 100+ 6 % (2)

0.5 nM HigC + 0.5 nM HigB Fluorescein labeled 75+6%(4) 111+£3(5) % 100+ 1% (2)

U937-C5aR

1 nM LukS-PV-Fluorescein labelled 71+£4% (4) 72+4 % (4) 99 % (1)

1 nM LukS-PV-Fluorescein labeled + 1 nM LukF-PV 835 % (5) 7315 % (5) 98 £ 0.8 % (2)

0.5 nM HigC + 0.5 nM HigB-Fluorescein labeled 92+ 3 % (3) 109+5 % (7) 103+3 % (2)



Chapitre IV « Internalisation et transport intracellulaire

4 TRANSPORT INTRACELLULAIRE

Historiquement, nous utilisons au laboratoire le tampon EGTA pour maintenir les neutrophiles humains.
Cependant, afin d’étudier I’internalisation, un ajout de 1 mM de Ca®* est nécessaire, car I’endocytose
est un mécanisme dépendant du calcium, comme certaines voies de signalisation cellulaires. Toutefois,
il est apparu que [’utilisation de ce tampon n’était pas optimale pour étudier le transport intracellulaire,
car 1’état des cellules maintenues dans ces conditions ne permettait pas une incubation prolongée. Ainsi,
nous avons utilisé du milieu RPMI supplémenté de 10 % de sérum de veau feetal et une incubation a
37°C avec 5 % de CO; pour reproduire au mieux les conditions physiologiques. Le taux de mortalité
dans ces conditions est de 15 % a 6h, alors qu’auparavant, avec le tampon EGTA, les cellules étaient en

mauvais état dés 2h d’incubation en présence de calcium.

La microscopie confocale nous a permis de suivre le cheminement des deux toxines dans le neutrophile,
de méme que son interaction avec le C5aR (Article 2). Ainsi, la LPV et HigC/HIgB colocalisent avec
le C5aR, méme a un temps d’incubation long de 30 min. Concernant la voie empruntée, celle du
recyclage ou de la dégradation, il ne semble pas y avoir d’implication des endosomes de recyclage, ou
en tout cas, les toxines ne se retrouvent pas dans les compartiments positifs a Rabl1. En effet,
HIgC/HlgB rejoint dans les toutes premiéres minutes un compartiment situé prés du noyau que nous
avons identifi¢ comme étant 1’appareil de Golgi. La LPV met plus de temps a rejoindre ce compartiment
et une partie transite également dans les lysosomes, donc par la voie de la dégradation. De plus, les
toxines semblent rester dans la cellule pendant 3h ou plus, pourtant HigC/HIgB n’entraine pas de
mortalité, méme a 6h d’incubation, contrairement a la LPV qui induit une apoptose précoce des
neutrophiles. Enfin, 1’utilisation d’un meilleur milieu de culture pour les neutrophiles montre des
résultats sur 1’origine du calcium différents de ceux obtenus avec du tampon EGTA. Ils rejoignent a
présent les conclusions obtenues sur les neurones : une fois que le calcium a été relargué des stocks
réticulaires par la signalisation de protéines G, un canal calcique de la membrane plasmique va étre
activé pour remplir le réticulum endoplasmique (Jover et al., 2013). Ce canal calcique serait différent de

celui activé sur les neurones.
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Abstract: Various membrane receptors associated with the innate immune response have recently
been identified as mediators of the cellular action of Staphylococcus aureus leucotoxins. Two of these,
the Panton—Valentine leucotoxin LukS-PV/LukF-PV and the y-hemolysin HlgC/HlgB, bind the C5a
complement-derived peptide receptor. These leucotoxins utilize the receptor to induce intracellular
Ca? release from internal stores, other than those activated by C5a. The two leucotoxins are
internalized with the phosphorylated receptor, but it is unknown whether they divert retrograde
transport of the receptor or follow another pathway. Immunolabeling and confocal microscopic
techniques were used to analyze the presence of leucotoxins in endosomes, lysosomes, endoplasmic
reticulum, and Golgi. The two leucotoxins apparently followed retrograde transport similar to that
of the C5a peptide-activated receptor. However, HIgC/HIgB reached the Golgi network very early,
whereas LukS-PV/LukF-PV followed slower kinetics. The HIgC/HlgB leucotoxin remained in
neutrophils 6 h after a 10-min incubation of the cells in the presence of the toxin with no signs of
apoptosis, whereas apoptosis was observed 3 h after neutrophils were incubated with LukS-
PV/LukF-PV. Such retrograde transport of leucotoxins provides a novel understanding of the
cellular effects initiated by sublytic concentrations of these toxins.

Keywords: Staphylococcus aureus; C5aR binding leucotoxins; human neutrophils; confocal
microscopy; retrograde transport; Fura-2 Calcium fluorimetry.

1. Introduction

Staphylococcus aureus is a common constituent of the normal flora of the human body where it
occurs in moist areas, such as nasal cavities, neck, or perineum, in roughly one-third of healthy adults.
The prevalence of asymptomatic carriers overshadows the incidence of a broad variety of S. aureus-
linked diseases [1], which range from minor infections of the skin to postoperative wound infections
or highly threatening prosthetic resistant biofilms [2]. S. aureus strains are of uneven virulence and a
higher pathogenic potential has long been associated with antibiotic resistance [3-6]. Nevertheless,
the bacterial threat is also associated with the expression of particularly virulent factors [7-10]. The
genomes of antibiotic-sensitive and resistant S. aureus strains are highly variable, which increases the
degree of bacterial hazard [11-13]. An examination of the relationship between virulence
determinants in bacterial isolates and human disease suggests the necessity for matching factors
between the two species to switch from asymptomatic carriage to disease; thus, expression of one
particular virulent gene is not sufficient to predict virulence [14-16]. However, well-characterized
staphylococcal secreted factors have been the object of particular attention as candidates for enhanced
bacterial virulence [17-21]. Among them, leucotoxins form a family of secreted soluble beta-stranded
proteins, which form pores in lipid membranes after seven identical monomers assemble into
polymers [22] or by four dimers that organize into a complete octamer [23-30]. The two-component
leucotoxins act through a synergistic association between a “slow-eluted” S compound (31-32 kDa),
and a “fast-eluted” F compound (34-35 kDa) [31]. Five S and four F subunits affecting the human
immune system have been described and they form the Panton—Valentine leucocidin LukS-PV/LukE-



PV (PVL), the y-hemolysins HlgA/HlgB and HlgC/HlgB, and the leucocidins LukA/LukB (or
LukH/LukG) and LukE/LukD [32]. The S-subunit must bind to a membrane receptor to allow further
association of the F-subunit and promote formation of the hetero-octameric complexes that
subsequently form pores [33,34]. However, the functions ascribed to a particular secreted element
according to in vitro assays may not accurately reflect behavior in vivo, as in infections produced from
S. aureus PVL-producing strains, where the correlation with outcome severity remains controversial
[35-38]. Although focusing on distinct toxins may be an oversimplification when considering S. aureus
virulence, characterizing their cellular effects is of paramount importance due to the physiological
impact of these pathogens on immune cells. Neutrophils are the main target of staphylococcal
leucotoxins and a wide range of other bacterial factors. Neutrophils have been widely used in cellular
studies, including modification of intracellular Ca?* concentrations [39-42], oxidative burst [43,44],
apoptosis [45,46], and neutrophil extracellular trap formation [47,48]. Various G-protein coupled
receptors associated with innate immunity have been characterized as explicitly facilitating binding
of the S-subunits. The LukS-PV and HlgC subunits bind to the C5a complement peptide receptor
(C5aR), the HlgA subunit recognizes the chemokine receptors CXCR1/CXCR2 and CCR2, and the
LukE subunit targets the CCR5 receptor [49-53]. However, the leucocidin LukA component (LukH)
is an exception, as it targets human phagocytes by binding to CD11b, a component of Mac-1/CR3
integrin [25]. These results require closer scrutiny of leucotoxin-neutrophil interactions to consider
an active role of the receptors in immune adaptation to S. aureus infection. Functional changes
mediated through a receptor occupied by a leucotoxin may alter cell functions beyond the
physicochemical multimeric subunit interactions thought to provoke cell lysis.

In a previous study, we characterized changes in free [Ca*]i induced by the PVL and vy-
hemolysin HlgC/HIgB, which both act after binding of their respective S-subunit to the Cb5aR.
Experimental evidence suggests that dissimilar internal stores act as sources of Ca? distinctly
activated by HlgB (acidic stores) or LukF-PV (reticular stores) [39,41]. The cellular reaction to PVL or
HIlgC/HIgB binding to the C5aR differs from its response to the Cb5a peptide; therefore, we
investigated whether the associations of leucotoxins with the receptor also differ from that of C5a in
their intracellular pathway [41,54,55]. We found similar retrograde transport of the leucotoxins
associated with the C5aR, but different kinetics were followed. The HIgC/HlgB-C5aR complex
reached the Golgi network earlier than the PVL-C5aR complex. Moreover, neutrophils held the
HIgC/HIgB intracellularly for up to 6 h without showing signs of cell death and the PVL for up to 3
h before the mitochondria depolarized and apoptosis was initiated.

2. Results

Leucotoxins progress into the cell in association with the C5a receptor following endocytosis

Binding of leucotoxin to human neutrophils increases free [Ca?]i initiated through their
interaction with a membrane receptor. The PVL and HlgC/HIgB take advantage of the C5aR [52] and
their [Ca?]i responses, which are distinguished by the time to peak of about 1 min for HigC/HlgB and
5-6 min for the PVL, and by the identity of the internal compartments releasing Ca? [39,41]. In
parallel, a complex comprised of a two-component leucotoxin associated with the receptor is
removed from the membrane [41]. Deciphering the mechanism of this withdrawal is important to
further understand the relationship between neutrophils and leucotoxins, particularly for the PVL,
which does not modify resistance of the plasma membrane in the presence of physiological
concentrations of Ca%, as shown in our previous study [41]. The activated C5aR is known to be
phosphorylated on its C-terminal region and internalized after binding the C5a complement-derived
peptide [54,55]. We investigated the intracellular presence of leucotoxins presumably associated with
the receptor using two monoclonal antibodies that recognize the same native or phosphorylated
epitopes of the receptor (Figure S1). The cells were incubated for 10 min in the presence of the
leucotoxin and further incubated for extended periods of time after removing the solution. Figure 1
shows an example of the uneven cellular distribution of the two leucotoxins 30 min after their initial
binding.
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Figure 1. Both PVL and HIgC/HIlgB are found with the phosphorylated C5a receptor in intracellular
organelles. A1-A4: Human neutrophils were incubated for 10 min with the PVL (0.25 nM), the toxin
was removed, and the neutrophils were maintained at 37°C for an additional 20 min. The cells were
fixed and immunolabeled with C5aR (A1) and LukS-subunit (A2) antibodies. A3 shows a merged
image of Al and A2. A4: CellProfiler software was used to calculate Pearson’s correlation coefficient
(PCC) between the two fluorescent markers. Values are compared with results of control cells, which
were processed as experimental cells but in the absence of the leucotoxin. Box and Whisker’s plots
show the relationship between the fluorescent labels by overlapping the labeled surfaces calculated
with CellProfiler software. The green Box and Whiskers (median and percentiles) correspond to the
percentage of total C5aR labeled area stained by the anti-leucotoxin antibody; the red Box is the
percentage of the total surface labeled by the leucotoxin also stained with the anti-C5aR antibody. The
number of cells considered is indicated above the PCC value. Arrows in the merged image indicate
the points of most visible overlap between the two antibodies. B1-B4: Human neutrophils incubated
in the presence of 0.5 nM HIgC/HIgB. The results are presented as in A1-A4 using CellProfiler

software. Scale bars, 10 um.

The PVL-C5aR complex settled in a sub-plasmalemmal compartment (arrows, Figure 1A2 and
1A3), whereas the HlgC/HIgB-C5aR complex transited to an area near the nuclei (arrows, Figure 1B2
and 1B3). Pearson’s correlation coefficient (PCC) was determined for all acquired confocal optical
slices [insets in Figure 1A4 (C5aR-PVL PCC = 0.30) and Figure 1B4 (C5aR-HlgC/HIlgB PCC = 0.35)] to
emphasize the presence of the leucotoxins and the phosphorylated C5aR in similar locations.
Approximately 20% of the fluorescence associated with phosphorylated C5aR overlapped with the
fluorescence associated with either leucotoxin at this point during the incubation. Similarly, more
than 40% of the PVL-associated fluorescence and nearly 60% of the HlgC/HlgB-related fluorescence
were found in an area also marked by C5aR-associated fluorescence. The fluorescence values
associated with one channel overlapping the other from nearly 50 optical slices are presented as Box-
and-Whiskers plots, indicating the median, quartiles, and interquartile range (Figure 1A4: PVL and
1B4: HlgC/HIgB). The differences in the size of the interquartile range indicate that the toxins
accumulated in specific compartments also stained by the C5aR specific antibody. Moreover, the PCC
was consistently positive and significant (p < 0.005) compared with the values calculated for control
samples. Taken together, these results indicate that a significant proportion of the phosphorylated
Cba receptor remains associated with structures also containing leucotoxins.

The experiments were carried out using human neutrophils recovered in RPMI-10% fetal bovine
serum (FBS) medium after purification under conditions aimed to preserve cell integrity and Ca?*
homeostasis. Then, we confirmed that the [Ca?]i responses and their pharmacology matched with



published observations using cells temporally maintained in Ca? free-EGTA buffer [41]. We
calculated the of Ca? concentrations from the Fura-2 fluorescence values using the Grynkiewicz
equation [56]. Resting steady state free [Ca?]i was 108 + 8 nM, which reached a maximum of
416 + 39 nM within 90 sec in the presence of 0.5 nM HlgC/HlgB, (Figure 2A and 2B).
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Figure 2. Leucotoxins require optimal buffer conditions for neutrophils to fully develop their activity.
Human neutrophils recovered in a RPMI-10% FBS culture medium after purification were incubated
for 1 hin 5 uM Fura-2 solution at 37°C, washed by mild centrifugation and filtration, and maintained
in the same buffer in the dark until use. A: HlgC/HIgB-challenged neutrophils and the effect of
blocking the store operated channels using 2-APB under control conditions and after disrupting the
lysosomal compartment with GPN. B: Effect of treating human neutrophils in the presence of
YM 58483, which blocks the store operated channels, before challenge with 0.5 nM HlgC/HIgB as in
A. Human neutrophils from the same batches were used to analyze the effect of the PVL after



incubation under identical conditions. Results are shown in C and D. Traces represent the mean of a
minimum of three independent experiments. The cells were incubated for 30 min in the presence of
drugs (GPN, 26APB, and YM 58483), if needed, before the fluorescence recording. The toxins were
added 180 sec after starting to record.

Peak free [Ca?']i in the presence of 0.25 nM PVL was 475 + 56 nM after > 6 min (Figure 2C and
2D). Pre-treatment of the cells with the lysosomal disrupter glycyl-phenylalanine 2-naphthylamide
(GPN) (50 puM) raised resting free [Ca*]i to 246 +29 nM. The higher free [Ca?]i contributed to a
stronger increase of free [Ca?*]i in cells challenged by HlgC/HIgB [o [Ca]i + 37 %] (Figure 2B) and in
cells subjected to PVL [e [Ca*]i + 44 %] (Figure 2D). Release of [Ca?']i from internal compartments of
rat cerebellar neurons in response to the action of HlgC/HlgB activates store operated channels
(S0OCs) [39]. This effect can be pharmacologically blocked by YM 58483 (nicotinic acid adenine
dinucleotide phosphate and SOC antagonist) or by the D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate receptor
antagonist 2-APB, which also blocks particular transient receptor potential cation channels (TRP)
[57,58]. The presence of 2-APB resulted in a 15% reduction in the free [Ca?]; peak due to HIgC/HlgB
before GPN treatment and a 30% reduction after treatment (Figure 2A). The presence of YM 58483
also resulted in a 14% reduction in the HIgC/HIgB effect, but only in cells with preserved lysosomes
(not exposed to GPN; Figure 2B). The increase in free [Ca?]i due to PVL was not associated with
activation of a plasma membrane Ca? channel sensitive to 2-APB or to YM 58483 (Figure 2C and 2D),
confirming previous observations [41]. Taken together, these results suggest the participation of an
incoming Ca?* pathway paired to SOCs, under the influence of HlgC/HlgB but not that of PVL.

HIgC/HIgB quickly reaches the Golgi apparatus, while the PVL transits through the lysosomal system

The formation of pores in the lipid bilayer has been demonstrated for HIgC/HIgB but not for the
PVL [59], and we previously reported that the PVL was unable to modify resistance of the plasma
membranes of healthy cells under physiological conditions [41]. However, the particular intraluminal
properties of cellular organelles may favor polymerization of leucotoxins and the formation of pores.
Therefore, we identified cellular organelles where leucotoxins concentrated after internalization. We
labeled early endosomes (anti-GTPase Rab5), recycling endosomes (anti-GTPase Rab11a), lysosomes
(anti-lysosome-associated membrane glycoprotein 1, LAMP1), the endoplasmic reticulum (anti-
protein disulfide isomerase, PDI), and the trans-Golgi network (TGN; anti-cation-independent
mannose 6-phosphate receptor, CI-M6PR) using specific antibodies. Human neutrophils were
incubated in the absence or presence of leucotoxins for different time periods and were labeled with
both anti-toxin and anti-cellular organelle-specific antibodies. Samples of cells unchallenged by
leucotoxins were processed as the experimental test cells and used as cell preservation controls to
calculate PCC for randomly distributed fluorescence.

Only 20% of the fluorescent signal due to the anti-Rab5a antibody overlapped with the
fluorescence produced by anti-leucotoxin antibodies after a 10 min incubation of neutrophils with
the PVL or HIgC/HIgB. The PCC values for the overlapping portion of the two labels (anti-Rab5 and
a leucotoxin) revealed a random signal distribution (Figure 3A1 and 3A2 for the PVL and Figure 3B1
and 3B2 for HIgC/HIgB).
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Figure 3. PVL and HIgC/HIgB leucotoxins do not remain in the early endosome (Rab5 labeling), the
recycling endosome (Rabl1b labeling), or the endoplasmic reticulum (PDI labeling). Examples of
human neutrophils incubated with 0.25 nM PVL (A: 10 min, C: 30 min, and E: 30 min) or 0.5 nM
HlgC/HlgB (B: 10 min, D: 30 min, F: 30 min) and stained with antibodies against Rab5 (A1, B1), which
concentrates in early endosomes. Labelling with anti-Rab11a antibody (C1, D1) highlights recycling
endosomes, whereas the anti-PDI antibody (E1, F1) targets the endoplasmic reticulum. Arrows in
each image indicate segregation between leucotoxin labeling and the three cell compartments.
Overlap between the two markers can be observed in some cases, although the PCC values (A2, B2,
C2, D2, E2, and F2) for fluorescence co-distribution were low and not significantly different from
control values, suggesting a random distribution. As in Figure 1, the Box-and-Whiskers plots (median
and percentiles) are used to show the relationship between the fluorescent labels through overlap of
the labeled surfaces. Green boxes indicate the values for the fraction of total surface labeled by the
anti-RAB5 antibody (A2, B2), the anti-RAB11A antibody (C2, D2), and the anti-PDI antibody (E2, F2)
that was also labeled by the anti-leucotoxin antibody. Red boxes represent the percentage of total area
labeled by the anti-leucotoxin antibody and stained by antibodies against the specific cellular
compartments. The numbers of cells considered are indicated above the respective PCC values. In all
cases, the percentage of surface labeled is compared with that of a control where the cells were
processed with the same antibodies, but in the absence of leucotoxin. Scale bars, 10 um.

Very similar results were obtained for neutrophils stained with recycling endosomes (anti-
Rablla antibody) challenged with leucotoxins for various time periods. Cells incubated for 30 min
are shown in Figure 3C1 and 3C2 for the PVL and Figure 3D1 and 3D2 for HIgC/HIgB. No specific
co-distribution with the anti-leucotoxin antibodies is seen in the endoplasmic reticulum staining
(anti-PDI antibody) after varying the incubation period. Figure 3E1 and 3E2 shows neutrophils
incubated for 30 min with the PVL prior to staining and Figure 3F1 and 3F2 shows neutrophils after
30 min in the presence of HlgC/HIgB.

Staining of lysosomes (anti-LAMP1 antibody) uncovered accumulation of the PVL (Figure 4),
whereas staining of the TGN (anti-CI-M6PR) unmasked aggregation of HlgC/HIgB (Figure 5). Figure



4 shows human neutrophils incubated for 10 min with the PVL, then maintained for 20, 40, and 180
min before fixation and staining with the anti-LAMP1 antibody. About 30% of the surface labeled by
the toxin was also labeled by the anti-LAMP1 antibody (red boxes in Figure 4A—4C), whereas the
proportion of area stained by the anti-LAMP1 antibody also labeled by the anti-leucotoxin antibody
and increased slightly with time (green boxes in Figure 4A—4C).
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Figure 4. The PVL reaches the trans-Golgi network (TGN) 30 min after transiting through the
lysosomal compartment. The human neutrophil lysosomal compartment was incubated with 0.25 nM
PVL for 20 (A1-A4), 40 (B1-B4), and 180 min (C1-C4) and immunostained with the anti-LAMP1
antibody. A significant proportion of the total surface labeled with the antibody is also associated
with PVL-related fluorescence (arrows). Labelling was mainly concentrated in the area proximal to
the nuclei. B1-B3 show the results after 40 min. D1-D3 show the TGN labeled with the anti-M6PR
antibody after a 40 min incubation in the presence of the PVL. The Box-and-Whiskers plot shows the
overlapping surfaces labeled by the two antibodies compared to the control. Red boxes show the
percentage of total area labeled by the anti-leucotoxin antibody that is also stained by the other
antibody. The number of cells considered in each case and the PCC for specific labeling are indicated
in insets from A4-D4. Scale bars, 10 pm.



The PCC values revealed a significant non-random labeling distribution compared with control
samples without toxin (p <0.001 for 20 and 40 min and p <0.0001 for the 3 h). The PVL began to
concentrate in an area likely associated with the TGN (stained with anti-CI-M6PR) after a 40 min
incubation with the toxin. About 40% of the anti-CI-M6PR staining significantly co-localized
(p <0.0001) with toxin-associated fluorescence (Figure 4D1-4D4). However, HlgC/HlgB quickly
transited to the TGN, as shown by the anti-CI-M6PR staining after a 10 min incubation with the toxin.
Figure 5 shows HIgC/HIgB present in the TGN.
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Figure 5. The HlgC/HIgB begins concentrating in the trans-Golgi network (TGN) 10 min after binding
to the receptor. Human neutrophils incubated with 0.5 nM HIgC/HIlgB for 10 (A1-A4), 20 (B1-B4),
and 180 min (C1-C4) were immunostained with the anti-M6PR antibody to highlight the TGN. Cells
were processed as described in Figure 4. The results indicate that HIgC/HIgB began concentrating in
the TGN after 10 min (A1-A4). A significant proportion of fluorescence emitted by the labels
overlapped with the others, as shown in the Box-and-Whiskers plots. D1-D4 illustrate an example of
the segregation systematically observed after 40 min between the lysosomal compartment (stained by
the anti-LAMP1 antibody) and intracellular localization of HIgC/HlgB. Scale bars, 10 um.

A 20 min incubation in the presence of leucotoxin resulted in 25% of the surface stained with the
MB6PR antibody, which was also stained by the anti-leucotoxin antibody (green box in Figure 5A4).
In contrast, nearly 40% of HIgC/HIgB staining was detected over the surface corresponding to the



TGN (red box in Figure 5A4, p <0.0001). Values for the overlapping staining were similar after 40
min (Figure 5B1-5B4, p <0.001). However, co-distribution of anti-CI-M6PR and anti-HlgC/HlgB
antibody staining decreased after 3 h in the presence of the leucotoxin (Figure 5C1-5C4, p <0.05),
suggesting that the leucotoxin left the TGN. Staining for the HIgC/HlgB antibody never significantly
overlapped with that of the anti-LAMP1 antibody. For example, neutrophils were stained after a 40
min incubation in the presence of HlgC/HlgB before fixation and labeling (Figure 5D1-5D4). The
concentrations of leucotoxins in the TGN have been confirmed by staining the Golgi apparatus with
CTB-488 [60,61].

&
o3
L

Area of Overlap
a
'

=
s

R —
m o o
v z -

41 pad
m kil

o
e

Area of Overlap
o

o
3

o
o
1

Figure 6. Co-localization of leucotoxins with the Cholera toxin b-subunit in the trans-Golgi network
(TGN). Examples of human neutrophils incubated in the presence of 0.25 nM PVL (A1-A4) or 0.5 nM
HlgC/HlgB (B1-B4) for 40 min and then counterstained with the Alexa-488-derived b-subunit of the
Cholera toxin, which binds GM1 gangliosides found in lipid rafts and subsequently concentrates in
the TGN. A4 and B4 show the overlapping percentage of surface labeled through Box-and-Whiskers
plots. Scale bars, 10 um.

Figure 6 shows examples of neutrophils incubated for 10 min at 37°C in the presence of 0.25 nM
PVL (Figure 6A1-6A4) or 0.5 nM HIgC/HlgB (Figure 6B1-6B4). After removing the leucotoxins, the
cells were maintained for an additional 30 min at 37°C in RPMI-FBS containing 2 pg/ml Alexa-488-
CTB. Both leucotoxins were co-distributed with CTB, and a significant positive PCC was detected
(p<0.001) when compared to control neutrophils treated without leucotoxins. The HlgC/HlgB
finding in the TGN early after internalization and in association with the C5a receptor (Figure 1)
suggests that the latter drives leucotoxins [54]. On the other hand, the kinetics of PVL retrograde
transport was slower than the kinetics of HlgC/HIgB transport.

Taken together, these observations suggest that leucotoxins do not modify permeability of the
intracellular compartment membranes they pass through. The free Ca? in the cytosol after the PVL
action is released from the endoplasmic reticulum [39,41], although the toxin is found early in the
lysosomal compartment. The release of Ca? induced by HIgC/HIgB is from acidic stores [39,41], yet
the toxin reaches the TGN during the early period of its activity.

Do leucotoxins modify the life span of human neutrophils by remaining in intracellular compartments?

The long-standing presence of the PVL and HlgC/HlgB in human neutrophils without causing
any apparent damage is unexpected given the usual characteristic of staphylococcal leucotoxins as
pore-forming molecules and the short half-life of neutrophils in the bloodstream [62]. Considering
that these cells undergo apoptosis before being cleared by stromal macrophages [63], we used three



approaches to assess likely early activation of apoptosis. The membrane-permeant 5,5,6,6-tetrachloro-
1,1,3,3-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide dye (JC-1) is widely used to monitor
mitochondrial polarity. About 53 + 5% of observed neutrophils incubated for 6 h in the presence of
leucotoxins and 0.25 nM PVL had depolarized mitochondria, whereas none of the cells challenged
for 6 h with 0.5 nM HIgC/HlgB had depolarized mitochondria (Figure 7A).
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Figure 7. Human neutrophils overcame the intracellular presence of HlgC/HIlgB for more than 6 h,
whereas the PVL initiated apoptosis during this period. Three independent tests were used to
estimate the initiation of apoptosis in human neutrophils incubated for 3 h in the presence of 0.25 nM
PVL or for 6 h with 0.5nM HlgC/HIgB by flow cytometry. A: CCCP fluorescence associated with
depolarized mitochondria showing 54 + 1% of the PVL-treated cells compared to none of the
HlgC/HlgB with labeling above background. B: Annexin V labeling of externalized
phosphatidylserine failed to highlight apoptotic human neutrophils treated with the PVL, whereas
the TUNEL assay (C) confirmed that approximately 50% of PVL-treated cells were apoptotic. All three
apoptosis detection protocols failed to reveal apoptotic activity in human neutrophils in the presence
of HlgC/HlgB during the same time period.

Untreated cells or cells incubated (6 h) in the presence of 1.2 nM Cb5a peptide were used as
negative controls, whereas neutrophils challenged with 18.4 uM puromycin (68 +3% of cells
analyzed) were the positive control [64]. Annexin V binding to externalized phosphatidylserine was
also used to detect apoptosis. Neutrophils incubated in the presence of 18.4 uM puromycin were
positive for Annexin V (64 + 8%; Figure 7B), but cells incubated in the presence of PVL or HlgC/HIgB
for 3 or 6 h were not. Fragmented apoptotic DNA was detected using a terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) assay after incubating neutrophils for 6-h with
puromyecin (77 + 4%) or 0.25 nM PVL (48 + 4%). No fragmented DNA was detected in the neutrophils
incubated with 0.5 nM HIlgC/HIgB (Figure 7C).

3. Discussion

A primary aim of this study was to suggest the fate of staphylococcal leucotoxins after binding
to the C5aR on human neutrophils and not altering the resistance of the plasma membrane of healthy
cells while eliciting an increase in free [Ca*]i [41]. We and others previously supported the notion
that neutrophils in vitro can overcome the presence of low staphylococcal leucotoxin concentrations,
provided that the experiments are carried out using physiological concentrations of extracellular Ca?*
[39,41,44]. Although the test proposed by our colleagues Fink-Barbancon and Gauduchon et al. [65-
67] is widely accepted, neither we nor others have demonstrated that ethidium bromide or propidium
iodide cross the plasma membrane through a pore formed by the PVL. This observation indicates



that in vitro data do not exactly match the consequences of infection, as suggested by the inverse
association between cytotoxicity and mortality [10]. Indeed, use of particular physicochemical
conditions, including high concentrations of leucotoxins, has generated valuable results regarding
the interaction between subunits in lipid bilayers and their crystalline structure [68-71]. However, a
holistic explanation about the cellular activity of leucotoxins must consider the functional
consequences of identifying specific cellular receptors for leucotoxins [25,49-53]. Moreover, previous
observations from our laboratory and others [39-48] are better understood by considering active
participation of these receptors in cellular leucotoxin activities. In the present study, maintaining
human neutrophils in RPMI-10% FBS medium improved cell survival and supported vigorous
intracellular Ca? responses. Accordingly, estimates of [Ca?]i were obtained in resting and activated
neutrophils based on the Fura-2 fluorescent signal (Figure 2) [56,72]. Additionally, the neutrophil
responses were better estimated in cells challenged by leucotoxins under various pharmacological
conditions (Figure 2). Our present HlgC/HlgB activity data agree with previous observations on
neurons [39] and suggest activation of a plasma membrane Ca? channel in neutrophils that was not
expressed by neurons. A likely candidate is TRPM2, which is also sensitive to 2-APB [57,58]. Notably,
PVL action in neutrophils in the presence of GPN revealed a source for release of [Ca?']i other than
the lysosomes, as neutrophils responded similarly to PVL stimulation (amplitude and time to
maximum) of control cells and cells with a disrupted lysosomal system (Figure 2).

We have previously suggested that internalization of leucotoxin components (S- and F-subunits)
associated with C5aR may precede mobilization of [Ca*]i [41]. After partially challenging this
hypothesis, we confirmed internalization of the two leucotoxins and the receptor but failed to
demonstrate endocytosis as the primary mechanism for mobilizing free [Ca2+]. Comparing the
kinetics of Ca?* mobilization with those of retrograde transport will not help uncover the initial step
in the process. Moreover, the intracellular locations of the leucotoxins do not suggest release of Ca?*
through a pore formed in the compartment. The PVL accumulated in the lysosomal compartment,
but induced Ca? release from the ER, and HlgC/HlgB reached the TGN early but provoked Ca?
release from acidic compartments. Previous studies suggested that the PVL may control oxidative
burst [43] and alter gene expression [44] in human neutrophils. The agonist-mediated internalization
of the C5aR is modulated by phosphorylation of the C-terminal domain [54]. Here, we found that the
two leucotoxins internalized with the phosphorylated form of the receptor (Figure 1). Furthermore,
binding of LukS-PV was regulated by protein kinase C [66]. Intriguingly, LukS-PV and HlgC do not
bind the C5aR through the same interactions [41,52]. Such a disparity may be part of the gap between
the actions of the two leucotoxins. Formation of the dimer requires binding of the S-subunit to the
receptor, which may justify the preferred associations between HlgC with HlgB and that of LukS-PV
with LukF-PV. Moreover, the high affinity binding site for LukF-PV described previously [73] and
the increase in intracellular Ca? generated by the associations between Luk-S-PV with HlgB or HlgC
with Luk-F-PV [41] suggest other elaborate interactions with unknown cell components. Retrograde
transport of the leucotoxins associated with the C5aR is roughly the same as transport initiated by
C5aR after binding Cb5a [54,55]. These similarities suggest a route that facilitates the intracellular
activities of the leucotoxins and provides cues to uncover other partners for their actions. The
prolonged survival of cells loaded with leucotoxins (Figure 7) before initiation of the apoptotic
pathway was verified with three tests of increasing sensitivity, and the results were consistent with
the half-life of circulating neutrophils and their degradation [63]. Such a long survival duration fits
with the global changes in gene expression after the 3 h treatment with a low PVL concentration [44]
and is consistent with other cellular effects [47,48].

Is cytotoxicity induced in vitro in the absence of Ca?* more threatening than any effect observed
at a low concentration in vivo? Significant levels of circulating antibodies are detected in infected
individuals [74,75] but no available data suggest the leucotoxin concentrations in blood, even though
extremely high quantities of leucotoxins are detectable in skin, respiratory tract, and joint fluid from
infected individuals [76]. The initial rise of free [Ca*]i evoked by low concentrations of leucotoxins
bound to the C5aR is sufficient to activate neutrophils. Ca?*-induced mobilization and internalization
of the receptor-toxin complex could be more of a diversion of the initial function of neutrophils rather



than a true immune response. Then, the absence of this neutrophil function and their priming for
other cellular functions could facilitate bacterial replication. In addition, cells from tissues that also
express the C5aR would be targeted by leucotoxins, which increases the S. aureus threat. The notion
that a host factor predisposes severe disease related to S. aureus is emerging [10,14,15,77]. This is a
compelling argument for a careful consideration of the molecular interactions between bacterial
factors and the first host cells exposed. Finally, we must consider that the affinity of leucotoxins for
their receptors is not equal in all species and that differences in the responses of the receptors cannot
be excluded depending on the laboratory animal model.

4. Materials and Methods

Ethics statement

Buffy coats, purchased from the “Etablissement Francais du Sang (Strasbourg, France),” were
from adult volunteers who provided informed consent. Written consent was collected by the
Etablissement Frangais du Sang, which maintained confidentiality of the donor information.

Drugs, chemicals, and antibodies

Glycyl-1-phenylalanine 2-naphthylamide (GPN), puromycin, and Triton X-100 were purchased
from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Blockers of store-operated Ca?* entry, such as
N-[4-[3,5-Bis(trifluoromethyl)-1H-pyrazol-1-yl]phenyl]-4-methyl-1,2,3-thiadiazole-5-carboxamide
(YM 58483), and glycyl-phenylalanine 2-naphthylamide (GPN) and the uncoupler of oxidative
phosphorylation carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazine (CCCP) were obtained from Tocris
Bioscience (Bristol, United Kingdom). Fura-2 acetoxymethyl ester (Fura-2/AM) was purchased from
Molecular Probes/Life Technologies (Fisher Scientific, Illkirch, France). Primary mouse monoclonal
antibodies against human C5aR-C-terminal phosphorylated (p-CD88 32-G1; sc-53793), LAMP1
(H4A3; sc-20011), Rablla (D-3; sc-166523), Rab5 (D-11; sc-46692), and protein disulfide-isomerase
(PDI, C-2; sc-74551) were obtained from Santa-Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany). The anti-
MB6PR (cation independent) antibody (2G11; ab2733) was purchased from Abcam (Cambridge, UK)
and JC-1 [5,5,6,6-tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide] fluorescent dye,
an indicator of mitochondrial membrane potential, was obtained from ATT Bioquest
(Souffelweyersheim, France).

Preparation of human polymorphonuclear (1PMN) cells.

Human PMNs were prepared from buffy coats. The cells were prepared within 24 h after blood
donation, according to a procedure described previously [65,73]. hPMNs were resuspended in RPMI
media supplemented with 10% FBS after purification.

Leucotoxin purification

The S. aureus HigC/HlgB and the PVL LukS-PV/LukF-PV were purified as described previously
[78] [66] by affinity chromatography on glutathione-Sepharose 4B followed by cation-exchange fast-
performance liquid chromatography after removing the GST tag with Precision Protease (GE
Healthcare, Villacoublay, France). Preparation homogeneity was assessed by radial gel
immunoprecipitation and SDS-polyacrylamide gel electrophoresis before storage at -80°C [66].

Spectrofluorimetry

Variations in intracellular free Ca?* levels were determined by recording the Fura-2 fluorescence
contained in hPMNs, as described previously [65]. Briefly, neutrophils were loaded with 4 uM Fura-
2 AM in EGTA bulffer for 45 min in the dark at room temperature. The hPMNs were washed twice



and then suspended (3.5 x 10¢ cells/ml) in EGTA buffer. Two ml of hPMNs were incubated for 5 min
with 1.1 mM CaClz in a 4-ml polystyrene cuvette (1-cm light path). Changes in fluorescence intensity
were recorded at 37°C with a dual-excitation spectrofluorometer (Deltascan; PTI, Houston, TX, USA)
operated in Fura-2 ratio mode at excitation wavelengths of 340 and 380 nm (slit width, 4 nm) and an
emission wavelength of 510 nm (slit width, 4 nm). The fluorescence intensity ratio (R = Ex340
nm/Ex380 nm) was calculated as arbitrary fluorescence units for each pair of wavelengths
determined. Calcium concentration was estimated by the following formula [56]:

[Ca*]i=KaxB x (R — Rmin)/(Rmax — R)

Where Ka is the dissociation constant of Fura-2 for Ca? [340 nM, [56]], and 8 = (1380 max)/(I380 min) (3.57 +
1.34). The Ruin and Rmex values were determined for the regular experimental series.

Mitochondrial membrane potential (AYm) estimates

To assess AYm of neutrophils, 10¢ cells/mL in RPMI-10% FBS were incubated with either toxin.
The cells were stained with JC-1 fluorescent dye (5 uM) for 10 min at room temperature after 3 and 6
h incubations at 37°C. Positive controls for mitochondrial membrane depolarization were obtained
by incubating the cells in a 10 uM CCCP solution for 15 min. Fluorescence intensities were estimated
on a FACSort cytometer (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) equipped with a 15-mW argon
laser tuned to 488 nm by recording through the FL1 channel (emission wavelength, 530 nm) and the
FL2 channel (emission wavelength, 585 nm). Cell Quest software was used to approximate the
percentage of cells analyzed in both populations: the polarized mitochondrial membrane was
observed as orange fluorescence and the depolarized membrane as green fluorescence.

Assessment of neutrophil apoptosis by Annexin-V binding and TUNEL assays

The percentage of apoptotic neutrophils was determined according to the manufacturer’s
specifications (Santa Cruz Biotechnology) using Annexin V-FITC, which binds phosphatidylserine.
Cells (106 cells/mL in RPMI-10% FBS) were incubated with either of the two toxins. After 3, 6, or 20 h
incubation at 37 °C, the cells were centrifuged, and the pellet was resuspended and stained by adding
0.1 pg Annexin V and 1.3 ug/mL propidium iodide for 10 min at room temperature. The analysis was
performed using flow cytometry. The TUNEL assay was used to observe DNA fragmentation in
accordance with the manufacturer’s specifications (Roche, Béle, Suisse). DNase I (Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin Fallavier, France) was used as a positive control at 6 U/ml. The cells were incubated
in the presence of leucotoxins for 6 h at 37°C (2 x 10¢ cells/mL, RPMI-10% FBS) and then fixed for
10 min at room temperature in 4% (v/v) paraformaldehyde-HBSS-HEPES. After washing with Hank's
Balanced Salt Solution in 20 mM HEPES buffer (HBSS-HEPES), the neutrophils were permeabilized
in the same buffer containing 0.05% Triton X-100, washed, and incubated in the TUNEL mixture for
1 h at 37°C. The cells were centrifuged, the pellet was resuspended in HBSS-HEPES, and the number
of labeled cells was determined by flow cytometry.

Immunocytochemistry

Rabbit polyclonal antibodies independently raised against the HlgC, HlgB, LukS-PV f(ab’)? and
LukF-PV subunits [73,79] were used to detect the cellular location of leucotoxins in human hPMNs.
Diverse intracellular compartments were labeled using monoclonal antibodies raised against Rab5
(early endosome, sc-46692, Santa Cruz Biotechnology), Rab11a (recycling endosome, sc-166523, Santa
Cruz Biotechnology), LAMP1 (lysosome), PDI (endoplasmic reticulum, sc-74551, Santa Cruz
Biotechnology), M6PR (TGN/lysosome, ab2733, Abcam, Cambridge, UK), and Alexa-488-labeled
Cholera toxin B-subunit (Golgi apparatus, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Cells, (8 x 10¢
cells/mL in RPMI-10% FBS) were maintained for 10 min at 37°C, in a 5% CO:z incubator with 0.25 nM



of the PVL or 0.5 nM of HlgC/HlgB. The toxins were removed by centrifugation (2100 x g, 1 min),
resuspended in fresh medium, and deprived of toxins for further incubation (10, 20, 30 min, and 3 h).
After each incubation period, the cells were fixed for 10 min in 4% (v/v) paraformaldehyde- HBSS-
HEPES and maintained for 30 min in blocking buffer (10% FBS, 5 mg/ml bovine serum albumin [
BSA] in PBS) at room temperature after washing. The cells were permeabilized by a 5 min incubation
in 0.05% Triton X-100 containing HBSS-HEPES, and then washed before the adding the antibodies.
Cells and primary antibodies were diluted 1 pg/mL in HBSS-HEPES containing 5% FBS and 1 mg/ml
BSA and were maintained overnight at 4°C. After two washes, the cells were incubated with DyLight
labeled secondary antibodies (Bethyl, Souffelweyersheim, France) for 60 min, washed, and incubated
for 15 min in the presence of 10 pg/ml Hoechst 32258 (Sigma-Aldrich) for labeling of cell nuclei. The
pellets were resuspended in Mowiol coverslip mounting solution (Mowiol 4.88; cat# 475904;
Calbiochem, La Jolla, CA, USA), mounted on slides, and stored at 4°C until observation on a Leica
SP5-1I inverted confocal microscope (63x objective). Fields of 1024 x 1024 pixels were acquired using
a 305 nm diode (ultraviolet), a 488 nm argon laser (green), and a 561 nm diode-pumped solid-state
laser (red).

Image analysis

Confocal microscope-acquired images were analyzed with CellProfiler software [80] which
allows the determination of PCC and the overlap ratio with D488 (DyLight 488) and D594 (DyLight
594) images. Results are obtained by a sequence of modules forming a pipeline, both of which are
described and can be downloaded at: http://cellprofiler.org/published_pipelines.html. PCCs were
determined on full images without cell segmentation after removing cellular debris images, in which
a threshold was used to determine a background on cells with a PCC = 0.1. Percentage overlap was
determined using segmentation to establish the D488 and D594 spots in each channel; the process
does not include cellular debris-associated light, and the two ratios were calculated based on the area
measurement.

Statistical analysis

Results are expressed as mean + standard error of the mean of at least three independent
experiments. GraphPad Prism ver. 5 for Windows software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
was used to calculate the means for each experimental condition, prepare the graphs, and perform
the statistical analysis. A two-way analysis of variance followed by a Bonferroni post-test was used
to detect differences between experimentally treated and control cells. A p-value <0.05 was
considered significant.
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Supplementary materials: Figure S1: Binding of the PVL or HlgB/HlgC induces phosphorylation of C5aR. Al:
Human neutrophils stained with antibody recognize the C5aR non phosphorylated C-terminal peptide.
Immunolabeling at the periphery of the cells suggests that the receptor is located near the plasma membrane.
B1: Human neutrophils from the same preparation stained with an antibody that recognizes the phosphorylated
form of the same peptide in Al. The labeling is concentrated in the cytosol. A short 5 min incubation of human
neutrophils with 2 nM PVL (A2 and B2) is sufficient to reduce labeling intensity by the antibody against the non-
phosphorylated receptor (A2) and to increase staining intensity by the antibody against the phosphorylated
receptor (B2). Similarly, a 5 min incubation of cells with 2 nM HIgC/HIlgB also reduces the labeling due to the
unphosphorylated receptor antibody (A3) and increases staining intensity of the phosphorylated receptor
antibody (B2). Two different experiments were conducted on 500-1000 cells. Scale bar, 20 pm. CellProfiler
pipelines were created to establish the percentage of the signal overlapping between the two fluorescent probes
and measured distinct confocal microscope recording channels. Two input modules were created in the
CellProfiler cell image analysis software 2.1.1. (Windows 64-bit, revision 6c2d896). Additional information of
each module is also given.
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S DISCUSSION

5.1 CONCLUSION

Comme pour une activation naturelle par le peptide du complément C5a, la LPV et I’Hémolysine y
HIlgC/HIgB entrainent une activation du C5aR, ainsi qu’une désensibilisation du récepteur a la
membrane de la cellule. En effet, dans tous les cas, une phosphorylation a lieu sur la partie C-terminale
du C5aR qui permet I’internalisation du complexe récepteur-ligand. Les toxines sont donc internalisées,
peut-&tre par la voie de la clathrine, comme c’est majoritairement le cas pour le C5a-C5aR qui utilise

I’arrestine, la clathrine et la dynamine (Rabiet et al., 2007; Suvorova et al., 2005).

Les deux leucotoxines semblent rester un certain temps avec le C5aR puisqu’une interaction entre eux
est encore visible a 30 min. Ensuite, ni la LPV ni HlgC/HIgB ne semblent emprunter la voie du
recyclage, mais les toxines se retrouvent pour une part dans la voie de la dégradation. La majorité de la
LPV et de HigC/HIgB semblent toutefois étre contenus dans 1’appareil de Golgi, en particulier dans le
trans-Golgi, avec une cinétique beaucoup plus rapide pour HlgC/HlgB, cependant. Ces résultats sont
corrélés a ceux obtenus par Naik ef al. (1997) et Suvorova et al. (2005) sur le C5a ou le peptide est
retrouvé dans une région périnucléaire, semblable a I’emplacement de ’appareil de Golgi, et ou la voie
du recyclage n’est pas utilisée, contrairement a celle de la dégradation qui concerne 60 % du récepteur.
L’échappement du C5aR au recyclage a la membrane provient du fait qu’il s’agit d’un GPCR de classe
B et que les B-arrestines interagissant avec lui mettent longtemps avant de se détacher, du fait de leur

interaction tres stable.

Les résultats sur membranes synthétiques ainsi que 1’électrophysiologie, montrent qu’il n’y a pas de
formation de pore avec la sous-unité LukF-PV, ce qui est corrélé avec les profils calciques différents
pour les deux sous-unités LukF-PV et HigB. En effet, le calcium n’est pas mobilisé de la méme manicre
avec les deux composants F, méme si les composants LukS-PV et HlgC se fixent au récepteur C5aR
mais sur des sites différents. La sous-unité F serait donc responsable du cheminement de la toxine et de
I’activation cellulaire tandis que le composé S permettrait la fixation a la cellule et induirait la spécificité

cellulaire des deux toxines.

Le fait que la LPV et HlgC/HlgB soient internalisées, puis transitent dans les vésicules internes, montre
que ’hypothése d’un pore a la membrane plasmique n’est pas le principal mécanisme d’action de ces
toxines. Néanmoins, il n’est pas impossible que la toxine se multimérise a I’intérieur de la cellule, par
exemple a la membrane de 1’appareil de Golgi, des endosomes ou encore du lysosome. De plus, ces
deux toxines pourraient ¢galement rejoindre la mitochondrie une fois dans le cytosol et y former un

pore, comme cela a été suggéré par Genestier et al. (2005) pour la LPV.

L’utilisation du transport rétrograde de la LPV et de HlgC/HIgB pour rejoindre 1’appareil de Golgi

montre des similitudes avec les toxines ABS comme la toxine cholérique ou la toxine de Shiga.
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Cependant, nous n’avons pas noté une présence des toxines dans le réticulum endoplasmique et le
principe de fonctionnement avec les AB5 n’est pas le méme puisque les sous-unités S et F ne comportent
pas d’activité catalytique. Cependant, les leucotoxines ont une action différente en ciblant des GPCR

associés a de nombreuses voies de signalisation diverses.

5.2 PERSPECTIVES

L’internalisation du C5aR aprés une activation par le C5a est plutdt bien caractérisée. Le récepteur
emprunte majoritairement la voie de la clathrine afin d’étre endocyté. Hypothétiquement, la LPV et
HlgC/HlgB devraient elles aussi utiliser cette voie d’internalisation, mais cela reste a démontrer. Les
études préliminaires que nous avons menées avec différents inhibiteurs de I’endocytose n’ont pas donné
de résultats probants. Le phenylarsine oxyde a été utilisé pour inhiber I’endocytose générale par une
action sur les tyrosines phosphatases (Song et al., 2011). La voie de la clathrine a été inhibée par le
monodansylcadavérine et la chlorpromazine qui ont une action, respectivement, sur les
transglutaminases et la protéine adaptatrice AP2 (McMahon and Boucrot, 2011; Uriarte et al., 2009).
Enfin, la voie dépendante de ARF6 a été ciblée par la molécule SecinH3 qui inhibe le complexe que
forme ARF6 avec ARNO (El Azreq and Bourgoin, 2011; Zhu et al., 2013). Notre étude a porté sur la
visualisation de la présence interne de toxines dans les neutrophiles mais n’a pas été concluante. En
effet, certains inhibiteurs ont entrainé une altération morphologique des cellules et ne semblent pas étre
assez spécifiques. Pour remédier a cela, 1’utilisation de la transfection sur un modéle adapté comme les
macrophages est une bonne piste dans 1’étude de la voie d’endocytose, puisqu’il s’agirait ici d’inhiber

directement la synthése des protéines comme la clathrine, la molécule ARF6 ou son activateur ARNO.

La présence des deux toxines dans 1’appareil de Golgi montre que la LPV et HigC/HIgB utilisent le
transport rétrograde une fois a I’intérieur de la cellule pour la majorité de la toxine. L autre partie se
retrouve dans les lysosomes pendant les premicres minutes, puis la plupart de la LPV et de HigC/HlgB
rejoignent la voie de la dégradation aprés 3h. Cependant, ces résultats ont été obtenus par visualisation
au microscope confocal, ainsi, une étude de la présence des toxines par fractionnement subcellulaire
pourrait confirmer nos hypothéses et apporter un apercgu plus précis du transit des leucotoxines dans les

différents compartiments intracellulaires.
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1 INTRODUCTION

En étudiant la Leucocidine de Panton et Valentine et I’Hémolysine y HlgC/HlgB, deux leucotoxines
considérées comme formant des pores, nous observons que leur capacité a former des pores sur
membranes synthétiques n’est pas forcément transposable sur un modele cellulaire. En effet, le composé
LukS-PV, par exemple, ne diminue pas la résistance membranaire de la cellule U937-C5aR, au contraire
de HigB (Tawk et al., 2015). Cependant, la toxine HlgC/HIgB est également hémolytique, ce qui pourrait
expliquer cette différence. En visualisant les deux toxines a I’intérieur de la cellule, nous remettons ainsi
en question ce modéle historique de formation de pores a la membrane plasmique. Cependant,
I’hypothése d’un pore n’est pas a écarter, car il pourrait se former sur les membranes de vésicules

internes.

Le C5aR étant un récepteur du systéme du complément, et ¢galement un GPCR, il est a I’origine de
I’activation de voies de signalisation diverses ayant comme possible impact 1’augmentation du calcium
intracellulaire, une libération du contenu des granules de sécrétion ou encore la sécrétion de DRO. De
ce fait, il est possible que d’autres ligands que le C5a soient a 1’origine de bouleversements cellulaires
de ce type, comme les sous-unités de classe S qui se fixent sur le C5aR (LukS-PV et HlgC). Le peptide
CHIPS sécrété par S. aureus est également intéressant, car il se fixe sur le C5aR avec un K4 de 1,1 nM
sur les U937-C5aR et inhibe le chimiotactisme de la cellule ainsi que la phagocytose en empéchant la
fixation du C5a, cependant il n’est pas internalisé dans le neutrophile comme pour LukS-PV et HlgC
(Postma et al., 2004). De plus, nous savons a présent que c’est le composé F des deux leucotoxines
(LukF-PV et HlgB) qui induit la signalisation intracellulaire (Tawk et al., 2015). Il est donc fort possible
qu’un récepteur ou un ligand soit également associ¢ a la fixation du composant F sur la cellule, ou tout
du moins pour LukF-PV (Meyer et al., 2009). Ainsi, notre ¢tude s’est portée sur la caractérisation de la
mort cellulaire induite par la LPV ou HlgC/HIgB. La LPV pourrait étre considérée comme un facteur

nécrosant tandis que HlgC/HlgB peut lyser les érythrocytes (Diep et al., 2010; Ferreras et al., 1998).

Les neutrophiles ont une durée de vie trés courte dans la circulation sanguine, de 1’ordre de 24h. Ce sont
des cellules différenciées qui vont modifier 1’expression de leurs récepteurs au cours de leur
vieillissement, pour finalement mourir par un processus controlé d’apoptose. Genestier et al. (2005) a
montré qu’une apoptose précoce survient avec la LPV a des concentrations faibles (69 % des cellules a
0,5 nM, 6h d’incubation), tandis que le contact avec des concentrations €élevées entraine une nécrose
(61 % des cellules a 5 nM, 1h d’incubation). De plus, ils ont déterminé que les mitochondries étaient
atteintes et ont émis [’hypothése que des pores se formeraient a leur membrane. Nous avons donc
cherché I’implication d’une apoptose prématurée ou de la NETose lors d’un contact des neutrophiles

avec la LPV ou HIgC/HIgB.
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2 PERMEABILISATION CELLULAIRE

En premier lieu, nous avons pu remarquer que 1’utilisation du tampon EGTA avec ou sans calcium avait
un impact sur la mortalité cellulaire (Figure V.1). En effet, lorsqu’une concentration de 2 nM de LPV
est ajoutée aux neutrophiles en présence de 1 mM de calcium (tracé bleu foncé), la perméabilisation au
bromure d’éthidium (BEt) atteint 500 unités de fluorescence a 14 min tandis que sans calcium (tracé
bleu clair), ce point est atteint 8 9 min. De méme avec HIgC/HlgB, les 500 unités de fluorescence sont
atteintes a 5 min avec calcium (tracé rouge foncé) contre 4 min sans calcium (tracé rouge clair). Aussi,
la toxine HlgC/HIgB entraine une augmentation plus importante de la perméabilisation membranaire
que la LPV. L’entrée de BEt dans la cellule commence dés les premiéres secondes alors qu’il faut un
temps de latence d’environ 4 min pour la LPV avant de montrer un effet sur les neutrophiles. De maniére
générale, le tampon EGTA sans calcium induit une plus grande perméabilité des membranes au BEt
tandis que la présence de calcium semble avoir un effet protecteur, stirement dii a I’internalisation des
toxines dans la cellule. De plus, les sous-unités seules n’induisent aucune augmentation de la
fluorescence du BEt, démontrant ainsi qu’il faut les deux composés des leucotoxines pour avoir un effet

sur la perméabilisation des membranes, tout comme pour I’augmentation du calcium intracellulaire.
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Figure V.1 — Perméabilisation au BEt des neutrophiles en contact avec la LPV et HigC/HIgB avec ou sans calcium
L’absence de calcium dans le milieu extracellulaire entraine une plus grande perméabilité des cellules au bromure d’éthidium

(BEt) par rapport au tampon EGTA avec 1 mM de calcium, pour 2 nM de toxines. Les sous-unités seules n’induisent aucun
changement de la perméabilité de la membrane des neutrophiles. (n=3)

3 APOPTOSE

Les résultats précédents ont montré la nécessité de travailler dans un milieu comportant du calcium a
une quantit¢ physiologique (I mM), afin de se trouver le plus proche possible des conditions

physiologiques. Tout comme les expériences sur le transport intracellulaire ont requis 1’utilisation de
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RPMI et de 10 % de sérum de veau feetal, c’est également ainsi que les essais sur I’apoptose ont été

meneés.

La premicre étape a été de caractériser les changements de potentiel membranaire sur les mitochondries
des neutrophiles en utilisant la sonde JC-1 (Figure V.2). La LPV (A) a un effet significatif sur les
mitochondries aux concentrations allant de 0,1 nM a 2 nM, avec environ 60 % de cellules touchées a 6h
d’incubation avec la toxine. La puromycine, qui est un inducteur de 1’apoptose, entraine une
dépolarisation des mitochondries pour 68 % des neutrophiles. Enfin, HIgC/HIgB (B) a un effet sur les
mitochondries des neutrophiles seulement a forte concentration (a partir de 2 nM). Les différences entre
les deux leucotoxines sont a nouveau visibles et la LPV semble plus délétére pour les mitochondries

puisqu’elle a un effet a des concentrations sublytiques, soit 0,1 nM.
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Figure V.2 — Détermination du pourcentage de neutrophiles aux membranes mitochondriales dépolarisées a 6h
d’incubation avec la LPV et HigC/HIgB.

Les concentrations croissantes de LPV (A, 0,1 a 2 nM) entrainent une augmentation significative des cellules aux mitochondries
dépolarisées, tout comme pour le contrdle puromycine, contrairement a HigC/HIgB (B) ot seul 2 nM induit cette dépolarisation
(n=4).

L’Annexine V et le contremarquage a I’iodure de propidium (IP) est un test couramment utilisé pour la
détermination des populations de cellules en apoptose précoce ou en nécrose. Ainsi, des temps
d’incubation de 3h, 6h, 20h et 26h ont permis de mettre en évidence une action des toxines dés 3h, alors

qu’a 20h et 26h il n’y a plus que 20 a 40 % de cellules encore vivantes dans le controle.

A 3h (Figure V.3), la LPV (A) induit une perméabilisation des neutrophiles a partir de 0,5 nM (p < 0,01)
et jusqu’a 2 nM (p < 0,001) qui touche environ 50 % de la population (tracé rouge). A 6h (C), I’iodure
de propidium est toujours incorporé pour 50 % de la population, mais cela concerne également la

concentration de 0,25nM de LPV (p < 0,001). Statistiquement, HlgC/HlgB ne montre aucune
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perméabilisation membranaire pour les temps de 3h (B) et de 6h (D), méme s’il semble y avoir un léger

effet pour 2 nM de toxine a 6h (36 % des cellules, non significatif).

Concernant 1’apoptose précoce, le contrdle positif de la puromycine montre 64 % (p < 0,0001) de

neutrophiles en apoptose, alors qu’aucune des deux toxines ne semble avoir un effet significatif sur

I’induction de cette mort programmeée.
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Figure V.3 — Courbe dose réponse de la LPV et HigC/HIgB sur I’apoptose et la nécrose

L’Annexine V permet de mettre en évidence de 1’apoptose précoce pour la puromycine a 6h (C et D, en vert sur I’axe des Y).
L’iodure de propidium (IP) montre une perméabilisation des membranes pour la LPV a des concentrations de 0,5 nM a 2 nM
a 3h (A, tracé rouge) et également pour la concentration de 0,25 nM a 6h (C). Aucun effet statistiquement significatif n’est
visible avec HIgC/HIgB, a 3h (B) ou 6h (D) par rapport au contrdle des cellules seules (lignes pointillées). Le C5a (en bleu sur
I’axe des Y) n’entraine aucun changement par rapport au controle. (n=4)

Lorsqu’il est utilis¢é comme contremarquage de 1’Annexine V, I’iodure de propidium est considéré
comme marqueur de la nécrose. En effet, il ne peut pénétrer dans la cellule et se lier aux acides
nucléiques seulement quand la membrane est endommagée. Cependant, cette perméabilisation des
membranes visible avec la LPV pourrait également étre synonyme d’une autre mort cellulaire comme

la NETose, qui entraine également une perte de 1’intégrité membranaire.
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Concernant la détection a la surface membranaire de I’apoptose, 1I’Annexine V est couramment
employée dans les publications scientifiques, mais le test TUNEL est beaucoup plus performant et
sensible. Nous I’avons donc utilisé afin de mettre en évidence 1’apoptose précoce sur les neutrophiles
en contact avec la LPV, comme montré précédemment par Genestier et al. (2005). La fragmentation de
I’ADN cellulaire est ainsi visible par cette méthode et le contrdle du test avec DNase I atteint presque
le 100 % de cellules dans les trois réplicats (Figure V.4). La fragmentation de ’ADN avec la
puromycine, le témoin positif de 1’apoptose, concerne 77 % des cellules. De plus, la LPV a une
concentration de 1 nM ou de 0,25 nM montre également une apoptose significative sur 30 % et 48 %
des neutrophiles, respectivement, contre 12 % d’apotose pour les cellules seules. Ici encore, HigC/HlgB

n’entraine aucun changement significatif.
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Figure V.4 — Détermination de ’apoptose par méthode TUNEL sur neutrophiles en contact avec la LPV et HigC/HlgB
Les contrdles positifs de la fragmentation de I’ADN (DNase I) et de I’apoptose (puromycine) induisent une positivité de 99 %
et 77 % des neutrophiles, respectivement. La LPV induit également une apoptose pour les concentrations de 1 et 0,25 nM.
Aucun effet n’est visible avec HIgC/HlgB. (n=3)

Afin de pousser notre étude sur I’apoptose, une recherche de I’activation des caspases 8 et 9, impliquées
respectivement dans la voie extrinséque et intrinséque, a été menée. Aucune bande correspondante a la
caspase 8 (18 kDa) n’a pu étre retrouvée a 3h d’incubation, contrairement a la caspase 9 (10 kDa). En
effet, la forme active — donc clivée — de la caspase 9 (Figure V.5) semble présente dans tous les

échantillons, méme le témoin négatif avec les cellules seules.
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Figure V.5 — Etude au Western Blot de la présence de la caspase 9 aprés un contact avec la LPV ou HlgC/HIgB
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Une bande de 10 kDa est visible sur le gel dans tous les échantillons a 3h d’incubation des neutrophiles, elle correspond a la
caspase 9 (n=1).

En conclusion, entre 0,25 et 1 nM, la LPV entrainerait une apoptose prématurée des neutrophiles, de
méme qu’une perméabilisation de la membrane pour cet intervalle, mais également pour des
concentrations plus hautes. Dans cette partie, nous avons pu voir que HIgC/HlgB n’avait aucun effet sur
la mortalité de la cellule. C’est ainsi que nous nous sommes penchés sur un autre type de morte cellulaire

spécifique aux neutrophiles : la NETose.

4 NETose

Cette forme de mort cellulaire a ét¢ démontrée récemment en collaboration avec V. Mazzoleni
(Master 2) et se traduit par le relargage du contenu cellulaire — en majorité de la chromatine, des histones
et des enzymes — en une sorte de filet appelé Neutrophil Extracellular Trap (NET) qui piege les
pathogenes. Plusieurs molécules interviennent pour induire cette mort cellulaire, en particulier des
enzymes comme [’¢lastase de neutrophile (EN). C’est cette protéine que nous avons suivie en

microscopie a épifluorescence afin d’étudier la formation des NET.

Les neutrophiles ont ainsi ét€¢ mis en contact avec les toxines pendant 10 min, 1h (non montré), 3h ou
6h (Figure V.6). Aucune présence d’EN n’est visible dans les cellules a 10 min. Le contrdle positif est
le Phorbol Myristate Acétate (PMA) a 50 uM qui active la PKC et entraine a 3h une formation
importante de NET, tout comme la LPV 1 nM (47 % et 52 %, respectivement). A 6h, 1’effet est encore
plus visible et la positivité a I’EN concerne environ 60 % des neutrophiles pour les concentrations de
LPV a0,1 -0,25 -1 nM. HigC/HIgB ne montre aucun marquage a I’EN significativement différent du

témoin négatif des cellules seules.

Quantification de la NETose
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Figure V.6 — Positivité des neutrophiles a I’élastase de neutrophile (EN) apreés un contact avec la LPV et HigC/HlgB
Le contrdle positif du PMA montre un marquage a I’EN des 3h (47 %) et jusqu’a 6h (81 %). La LPV montre un effet des 3h
pour 1 nM, et pour toutes les concentrations testées a 6h. HlgC/HIgB n’a aucun effet significatif sur les cellules. (n=3-5)
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Les résultats précédents ont été obtenus grace a la quantification sur images de microscopie a
épifluorescence (Figure V.7). Le relargage du contenu de la cellule, marqué par ’EN, est nettement
visible pour le PMA dés 3h, et encore plus a 6h (A). Avec la LPV a 1 nM (B), les NET commencent a
se former dés 1h pour atteindre a 6h un recouvrement du plan d’observation tres intense. Enfin, pour la
LPV a 0,25 nM (C), les images sont bien corrélées avec les résultats précédents et un effet est visible

seulement a partir de 6h d’incubation.
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Figure V.7 — Visualisation de la formation de NET par I’EN sur les neutrophiles en contact avec la LPV
Le contréle positif du PMA induit une formation intense des NET dés 3h. La LPV 1 nM entraine un marquage net a I’EN a
partir de 1h pour devenir trés fort a 6h. Enfin, 0,25 nM de LPV montre un effet seulement a 6h. Grossissement x 100.
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Plusieurs étapes sont nécessaires a la NETose et il apparait que, pour une stimulation via le PMA,
’activation de 1’autophagie et de la NADPH oxydase sont essentielles (Remijsen et al., 2011a; Wartha
et al., 2007). L’utilisation du diphényléne iodonium (DPI) permet ainsi I’inhibition de la NADPH
oxydase en ciblant le flavocytochrome b558 qui compose NOX2 (Bedard and Krause, 2007). Nous

I’avons donc testé sur la formation de NET (Figure V.8).

Les résultats préliminaires avec 10 uM de DPI montrent tout d’abord un effet sur les cellules en contact
avec le PMA avec une réduction de 78 % des cellules positives a I’EN. Avec la LPV 1 nM et 0,25 nM,
un effet d’inhibition de la formation de NET est également visible et concerne 21 % et 7 % des cellules,
respectivement. Cependant, cette expérience doit étre reproduite, car la LPV a 1 nM ou 0,25 nM entraine

en général une formation de NET chez 60 % des cellules contre 20 a 30 %, ici.
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Figure V.8 — Inhibition de la NADPH oxydase par le DPI et effet sur la formation des NET
L’ajout de DPI entraine une baisse du pourcentage de cellules marquées a I’EN pour les trois conditions étudiées : PMA, LPV
1 nM et LPV 0,25 nM (n=1).

Si I’activation de la NADPH semble nécessaire a la NETose, il en est de méme pour ’autophagie, un
processus de séquestration et de dégradation des molécules et des organites grace aux lysosomes. Les
différentes expériences avec la LPV et HIgC/HIgB a des temps longs d’incubation (1h, 3h ou 6h) n’ont
montré aucun résultat significatif. De plus, Remijsen ef al. (2011) a montré que 1’autophagie avec le
PMA survenait a partir de 15 min d’incubation, ce qui nous a poussés a nous intéresser a un temps de
10 min d’incubation avec les deux toxines (Figure V.9). Ainsi, seules la LPV a 0,25 nM et HigC/HIgB
a 0,1 nM montrent une variation de I’intensité de fluorescence de 1’image a 10 min : le coefficient de

variabilité passe de 0,52 pour les cellules seules a 1,14 pour la LPV et 1,17 pour HigC/HIgB (p < 0,05).
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Quantification de I'autophagie
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Figure V.9 — Etude de la variation d’intensité de fluorescence de I'image du marquage LC3B avec la LPV ou HigC/HlgB
La LPV a 0,25 nM et HigC/HlgB a 0,1 nM entraine une variation de I’intensité de signal, démontrant ainsi 1’activation de
I’autophagie (n=3).

La LPV semble donc induire de la NETose avec une activation de la NADPH oxydase et de I’autophagie.
A D’inverse, HlgC/HIgB entraine seulement une activation de 1’autophagie a des doses faibles.
Cependant, les toxines n’ont pas seulement un effet sur la mort cellulaire ou 1’autophagie, mais plus

généralement, elles peuvent induire d’autres bouleversements dans la cellule.

5 SIGNALISATION INTRACELLULAIRE

Un premier essai de caractérisation des voies de signalisation intracellulaires dans les neutrophiles a été
effectué. L’idée était de cibler des molécules clés de certaines voies comme la PI3K ou ERK afin
d’étudier leur présence par Western Blot. Cependant, les résultats préliminaires avec ERK ne sont pas
exploitables, contrairement a ceux avec la PI3K (Figure V.10). La phosphorylation de la sous-unité p85a
de la PI3K est visible par une bande a 85 kDa, que nous retrouvons aprés un contact des neutrophiles
avec 0,25 et 1 nM de LPV, ainsi qu’avec HIgC/HlgB a 1 nM. Le contrdle avec le PMA montre également
cette bande mais 1’intensité est plus faible. Enfin, la bande correspondant a p85a en présence de 1 nM

de LPV est trés intense par rapport aux autres.
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Figure V.10 — Visualisation de la phosphorylation de la sous-unité p85a de la PI3K apreés contact avec les toxines
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La bande a 85 kDa est présente apres un contact avec la LPV a 1 nM ou elle est trés intense. Une concentration plus faible de
0,25 nM montre une intensité plus faible, tout comme pour HigC/HIgB 1 nM ou le contréle PMA (n=1).

6 DISCUSSION

6.1 CONCLUSION

Dans des conditions physiologiques de culture et a 6h d’incubation avec la LPV, I’apoptose est
effectivement observée a des concentrations de 0,25 nM et 1 nM, ainsi qu'une perméabilisation des
membranes des neutrophiles dés 0,25 nM. Ces résultats appuient les conclusions de Genestier et al.
(2005) sur I’apoptose déclenchée par des concentrations faibles de LPV. Cependant, la perméabilisation
des membranes que cette équipe associe a de la nécrose est effective a faible concentration, alors qu’ils
démontraient que cela ne concernait que les fortes concentrations comme 5 nM. De plus, cette perte
d’intégrité des membranes ne semble pas forcément associée au phénoméne de nécrose, mais plus
strement a de la NETose. En effet, la NETose intervient dans les mémes temps d’incubation, pour les
mémes concentrations de LPV et concernent le méme pourcentage de cellules que pour les cellules
perméables a I’iodure de propidium. Les neutrophiles en contact avec la LPV entreraient donc
précocement en apoptose pour une part, ou en NETose pour une autre partie de la population cellulaire.
Enfin, HlgC/HIgB n’entraine aucune conséquence pour le neutrophile, que ce soit au niveau d’une
perméabilisation de la membrane plasmique, de 1’apoptose ou encore de la NETose. Cependant,
HlgC/HIgB est impliqué dans une activation de 1’autophagie a faible concentration (0,1 nM), tout

comme la LPV a 0,25 nM.

L’absence d’activation de la caspase 8 suggérerait que la voie extrinséque n’est pas celle utilisée par la
LPV pour déclencher I’apoptose. De plus, la présence de la forme active de la caspase 9 dans toutes les
conditions serait due au fait que le neutrophile est une cellule qui entre naturellement en apoptose a la
fin de sa vie, et cette apoptose s’opére via a la voie intrinseque qui dépend des mitochondries. Il s’agit
de résultats préliminaires et les expériences sont a poursuivre, afin de confirmer ou non I’hypothése de

Genestier et al. (2005) sur 1’activation de la voie intrinséque lors d’un contact des cellules avec la LPV.

La différence de résultats entre le test TUNEL et celui de I’Annexine V montre effectivement que la
méthode TUNEL est plus performante et plus sensible pour quantifier I’apoptose. En effet, pour le
témoin de I’apoptose, la puromycine, le TUNEL permet d’observer un pourcentage de cellules positives
au marquage de plus de 10 % supérieur a celui retrouvé avec I’ Annexine V. De plus, les résultats d’un
donneur a I’autre sont plus reproductibles avec la méthode TUNEL. L’ Annexine V permet d’étudier les
changements membranaires tandis que la méthode TUNEL permet 1’observation de la fragmentation de
1’ ADN. Cette derniére est trés reproductible et I’erreur a la moyenne est relativement faible, ce qui n’était
pas le cas avec I’Annexine V. De plus, il est a noter une grande variabilité dans les résultats lors de la

détermination de 1I’apoptose avec I’ Annexine V, de la NETose ou encore de I’autophagie. En effet, entre
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4 a 8 expériences ont été nécessaires dans ces cas-1a afin d’obtenir des contrdles représentatifs et des
résultats significatifs. Cette variation entre les expériences pourrait étre causée par le type d’analyse et
la méthode utilisée, mais également par la différence entre les populations de neutrophiles.
Effectivement, une population de neutrophiles donnée n’est pas stimulable de maniére homogene et
toutes les cellules ne répondent pas de la méme manicre. De plus, il existe une différence entre les
donneurs, ce qui entraine également une certaine hétérogénéité dans la réponse des neutrophiles. C’est
ainsi que I’utilisation d’un autre modele cellulaire, dont la population réagira homogénement face a une
stimulation donnée, permettra de remédier a ce probléme. L’emploi de macrophages, par exemple,

semble une bonne alternative aux neutrophiles.

6.2 PERSPECTIVES

L’autophagie et I’activation de la NADPH oxydase NOX2 sont deux éléments qui semblent requis pour
le processus de NETose lors d’un contact avec la LPV, tout comme avec le PMA. Cependant,
I’implication de ces deux mécanismes nécessite une étude plus approfondie, avec d’autres inhibiteurs
de NOX2, par exemple, ou méme de ’autophagie. La transfection est également un bon outil qui
permettrait d’inhiber complétement 1’autophagie (protéine LC3) ou la NADPH oxydase (sous-unité de

NOX?2), afin d’étudier au mieux 1’effet sur la NETose (Dickinson et al., 2011; Mohan et al., 2013).

Egalement, ce chapitre aborde trés rapidement la recherche des voies de signalisation activées lors d’un
contact avec la LPV ou HlgC/HlgB. Toutefois, cette question est particuliérement importante pour
mieux comprendre le mécanisme d’action de ces toxines et trouver une stratégie de lutte ciblée. Ainsi,
la premiére étape sera de se concentrer sur des molécules clés de certaines voies de signalisation afin de
les inhiber. Nous pourrons ainsi étudier plus en avant la PI3K, ERK ou encore les protéines G comme
RhoA, Rac2 ou Cdc42 qui sont impliquées dans le remodelage de 1’actine, 1’adhésion ou encore la

formation de la NADPH oxydase.
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L’ODYSSEE DES LEUCOTOXINES DANS LE
NEUTROPHILE HUMAIN

APPORTS DE LA THESE

Le CS5aR, récepteur du systéme du complément pour I’anaphylatoxine C5a, est impliqué dans
I’activation de nombreuses voies de signalisation via les petites protéines G o, et y qui sont associées
a ce GPCR. Que ce soit une augmentation du calcium entrainant 1’activation de la PKC, les multiples
phosphorylations débouchant sur celle d’ERK1/2, I’activation de protéines G comme RhoA ou encore
de la PI3K et de Akt, le C5a permet I’activation simultanée de toutes ces voies en tant qu’agoniste
complet, ce qui résulte en la formation de la NADPH oxydase et en la production de dérivés réactifs
oxygénés (Rabiet et al., 2007). Cette cascade de signalisation est inhibée par la phosphorylation de la
partie C-terminale du C5aR qui conduit au détachement des petites protéines G. Dans cette thése, cette
phosphorylation de la partie C-terminale a été retrouvée avec la LPV et HIgC/HlgB pendant les
premieres minutes de mise en contact. Ensuite, le C5aR-C5a est internalisé dans la cellule par la voie de
la clathrine, un phénomeéne que ’on retrouve avec nos deux leucotoxines, méme si la voie

d’internalisation utilisée n’a pas encore été confirmée.

Une fois a I’intérieur de la cellule, le C5a lié a son récepteur chemine a travers les vésicules internes
pour rejoindre une région péri-nucléaire, comme celle que I’on a pu observer avec la LPV et HIgC/HIgB
et qui correspondrait a 1’appareil de Golgi, a la région trans-Golgi pour étre plus précis (Naik et al.,
1997). Ensuite, aprés une activation avec le C5a, une partie du C5aR est dégradé via les lysosomes, tout
comme pour les deux leucotoxines (Suvorova et al., 2005). De plus, il est a noter que la voie du recyclage
a la membrane ne semble pas utilisée dans les premiéres heures avec le C5a, la LPV et HlgC/HIgB, car

les B-arrestines restent liées au récepteur de maniére stable, ce qui empéche un recyclage rapide.

Il est intéressant d’observer la différence de cinétique entre ces trois ligands. En effet, le C5a entraine
une augmentation du calcium intracellulaire rapide et transitoire alors que ce phénomeéne survient peu
apres pour HlgC/HIgB et beaucoup plus tardivement pour la LPV. Ensuite, HlgC/HlgB rejoint
rapidement 1’appareil de Golgi, dans les premiéres minutes d’incubation, tout comme pour le C5a-C5aR.
Ici encore, la LPV met plus longtemps (20 minutes de plus) avant de se trouver également dans ce
compartiment. Toutefois, malgré ces différences, les trois composants sont encore retrouvés apres 2 a

3h d’incubation a I’intérieur de la cellule.

Enfin, la sous-unité S des leucotoxines serait responsable de la fixation a la cellule par I’intermédiaire
d’un récepteur spécifique. C’est le cas pour LukS-PV et HIgC qui se lient tous les deux au C5aR. Avec
la LPV, I’affinité de fixation de LukS-PV est de 0,17 nM sur les neutrophiles humains et augmente a

0,30 nM sur les macrophages humains dérivés de monocytes. Ainsi, les macrophages feraient un bon
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modele d’étude pour les leucotoxines, en regard de I’affinité de fixation de la LPV et HlgC/HlgB, mais

également de sa stabilité et de sa durée de vie en culture.

DISCUSSION

Alors que les leucotoxines se fixent sur les neutrophiles, les macrophages et les lymphocytes transfectés
avec le C5aR, il semblerait que la présence du récepteur a la LPV et a HlgC/HIgB soit un prérequis
essentiel a la fixation de la toxine sur la cellule cible. Ainsi, il est probable que toutes les cellules
humaines comportant le C5aR a sa surface aient la possibilité de fixer LukS-PV et HlgC. Les neurones
ont ainsi montré une sensibilité a nos deux leucotoxines (Jover et al., 2013). Toutefois, les mécanismes
ne semblent pas comparables aux cellules immunitaires. En effet, les neurones ne meurent pas apres un
contact avec la LPV ou HlgC/HlgB, contrairement aux neutrophiles, aux macrophages ou encore aux
érythrocytes pour I’Hémolysine y. Au laboratoire, des travaux sur la rétine de lapin sont en cours et ont
montré une présence de la LPV sur les cellules ganglionnaires et amacrines tandis que les cellules gliales
changent de morphologie, ce qui suggérerait une certaine forme de communication cellulaire. Ces
cellules rétiniennes sont des neurones qui permettent 1’étanchéité de la barriére hématorétinienne dans
I’ceil et, s’ils sont ciblés par la LPV, ceci pourrait expliquer I’implication de la toxine dans les cas
d’endophtalmie. Ainsi, la signalisation induite par la LPV et HlgC/HIgB est surement différente d’un
type cellulaire a 1’autre, mais les leucotoxines semblent dans tous les cas amener un terrain favorable a
la colonisation par S. aureus. De plus, il est a noter que les cellules amacrines n’ont pas le récepteur
C5aR a leur surface et que la LPV semble se détacher de leur surface aprés 30 minutes. Ceci suggérerait

qu’un récepteur de moindre affinité permettrait la fixation de LukS-PV, et peut-étre de HlgC.

PERSPECTIVES

Le cheminement de la LPV et de HigC/HIgB a été étudié grace a la microscopie confocale. Cependant,
une autre technique comme le fractionnement subcellulaire permettrait une précision supplémentaire
dans 1’¢élaboration d’une chronologie de ces deux leucotoxines. De plus, il serait intéressant de montrer
I’internalisation et les compartiments internes impliqués lors d’un contact de nos deux toxines avec un
autre type cellulaire comme les macrophages. Une meilleure compréhension de ce mécanisme
d’endocytose et du transport intracellulaire permettrait peut-&tre de cibler un élément de ces voies pour

empécher I’action néfaste des toxines.

Nous ne savons pas a quels types d’agonistes appartiennent la LPV et HlgC/HlgB. En effet, le C5a est
un agoniste complet pour le C5aR, mais qu’en est-il de nos deux leucotoxines ? S’agirait-il également
d’agonistes complets ou d’agonistes partiels ? Un agoniste complet se définirait par sa capacité a activer
toutes les voies de signalisations liées au C5aR, comme c’est le cas pour le C5a. Dans le cas d’un
agoniste partiel, seules quelques voies seraient impliquées dans la signalisation. La mise en évidence,

d’une part, du processus d’internalisation des deux leucotoxines qui pourrait se faire via la clathrine est
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important, tout comme, d’autre part, la caractérisation des voies de signalisation activées, de méme que
I’étude des petites protéines G associées au C5aR. Ceci permettrait de comprendre le mécanisme

d’action des leucotoxines et de développer au mieux de possibles traitements.

DES LEUCOTOXINES DANS LA CELLULE ? UN
EVENEMENT NON SANS CONSEQUENCES

APPORTS DE LA THESE

Genestier et al. (2005) a démontré que la LPV a une concentration faible (0,5 nM) conduisait a une
apoptose précoce des neutrophiles (69 % des cellules a 6h) tandis qu’une concentration élevée (5 nM)
entrainait la nécrose (61 % a 1h). Cette theése s’est également intéressée a I’apoptose sur les neutrophiles
humains et a retrouvé des pourcentages plus bas d’apoptose (48 % a 6h) pour la LPV a faible
concentration (0,25 nM). Concernant la nécrose, 1’utilisation du BEt ou de I’iodure de propidium ne
permettent pas de conclure. En effet, ce sont des marqueurs de perméabilisation membranaire et non de
la nécrose directement. Néanmoins, nous avons pu corréler le pourcentage de cellules perméables a
I’iodure de propidium avec un autre type de mort cellulaire : la NETose, qui concernerait 66 % des
cellules avec 0,25 nM de LPV a 6h. Quant a I’Hémolysine y HigC/HIgB a des concentrations de 0,1, 0,5
et 1 nM, aucune mort cellulaire ne semble associée méme si I’autophagie a pu étre détectée a 10 min a
la plus faible concentration, de méme qu’avec la LPV. Nous avons conclu que la NETose associée a la
LPV serait dépendante de 1’autophagie et également de NOX, tout comme c’est le cas lors d’une

activation par le PMA.

Ces résultats, et ceux préliminaires sur 1’activation de la PI3K avec les leucotoxines, sont un premier
pas vers la caractérisation des voies de signalisation induite par la LPV et HigC/HIgB. Cette activation
cellulaire est corrélée a la sous-unité F des leucotoxines, comme nous avons pu le démontrer. En effet,
HlgB entraine une formation de pore a la membrane des lymphocytes transfectés avec le C5aR, a
I’inverse de LukF-PV. De méme, ce sont ces composés qui sont a 1’origine de la spécificité de la
signalisation calcique. Ainsi, tandis que la sous-unité S permet la fixation a la membrane, la sous-unité

F, quant a elle, entraine la cellule dans un certain type d’activation.

DISCUSSION

Les différences d’activation cellulaire que nous retrouvons pour la LPV et HlgC/HIgB sont nettement
visibles et proviendraient donc de la sous-unité F. En effet, la LPV entraine I’apoptose et la NETose
alors que rien n’est observable avec HlgC/HIgB. La différence entre ces deux toxines se situe au niveau
du composé F. Il a été démontré que LukF-PV nécessitait un récepteur propre sur la cellule cible, a

I’inverse de HIgB qui semble ne requérir que HlgC pour se fixer. Le co-récepteur a la LPV permettrait
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donc une activation de la cellule différente en interagissant avec le C5aR, car il est connu qu’une
synergie peut s’opérer entre un GPCR et d’autres récepteurs ou ligands de I’immunité comme les TLR
ou les intégrines. D’autre part, HigC/HIgB a un cheminement différent dans la cellule par rapport a la
LPV, elle colocalise avec le C5aR et atteint I’appareil de Golgi beaucoup plus précocement. Enfin, si
elle ne semble pas entrainer de mort cellulaire, a part une lyse des globules rouges, il est a noter qu’elle
induit tout de méme de ’autophagie. Ce n’est d’ailleurs pas la seule toxine bactérienne a agir de cette
maniére. En effet, la cytolysine de Vibrio cholerae est une toxine formant des pores mais qui induit
également ’autophagie (Gutierrez et al., 2007). Lors d’un contact des cellules intestinales avec une
faible concentration de cytolysine, I’autophagie ainsi activée permet la survie cellulaire, alors que des
concentrations fortes de cette toxine induiraient seulement la lyse de la cellule, sans autophagie. C’est
ce qu’il semblerait également se produire pour HigC/HlgB, et I’autophagie ainsi déclenchée pourrait
donc étre protectrice vis-a-vis de la capacité de I’Hémolysine y a lyser la cellule — probablement due a
sa capacité¢ a former des pores. D’autres toxines modulent 1’autophagie, comme la ricine qui I’active
pour permettre la lyse de la cellule. Ainsi, les toxines activent 1’autophagie dans un mécanisme
permettant la viabilité ou au contraire, la mort cellulaire. L’orientation de la réponse dépend de I’habileté
de chaque toxine a moduler la signalisation de I’autophagie. La LPV pourrait donc induire une

autophagie délétere pour le neutrophile, au contraire de HIgC/HlgB qui induirait une réponse protectrice.

La population de neutrophiles n’est pas homogene lors d’un contact avec la LPV. Ainsi, I’apoptose et
la NETose sont présentes dans des portions similaires, mais la question se pose de savoir ce que
choisirait un autre type de cellule avec une population homogeéne, comme les macrophages. Quel
mécanisme prédominerait ? Car les macrophages sont également connus pour faire de la NETose, dans
un processus nommé Macrophage Extracellular Trap (Wong and Jacobs, 2013). Alors que la NETose
est activée pour la LPV, dans un mécanisme qui semble dépendant de I’autophagie et de NOX, il est a
noter qu’il existe également une NETose indépendante de NOX avec une génération des dérivés réactifs
oxygénés via les mitochondries (Stoiber et al., 2015). Au contraire de la NETose dépendante de NOX,
celle indépendante est accompagnée de I’activation de ERK et de Akt, deux éléments de la signalisation
du C5aR. La nécessité d’étudier les voies d’activation liées aux protéines G du récepteur prend encore

une fois tout son sens.

Le modgle historique de formation du pore semble fonctionner en absence de conditions physiologiques
de calcium, comme c’est le cas sur les membranes synthétiques ou lors d’étude de la résistance
membranaire. Ainsi, en absence de calcium, par exemple, les neutrophiles humains meurent rapidement
lors d’un contact avec la LPV, peut-&tre a cause de la lyse cellulaire induite par les pores a la membrane
plasmique. Toutefois, en condition physiologique, la mort survient longtemps aprés, a partir de 3h a
fortes concentrations de LPV. Cette différence peut s’expliquer par I’internalisation. En effet, il faut des
conditions physiologiques pour que I’internalisation puisse avoir lieu, du moins dans la voie dépendante

de la clathrine. Il semblerait donc que I’internalisation des leucotoxines a I’intérieur de la cellule
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empéche la formation d’un pore a la surface, et donc la lyse osmotique. Néanmoins, la possibilité qu’un

pore se forme effectivement a la membrane des compartiments intracellulaires n’est pas a écarter.

En activant la NETose en conditions physiologiques, la LPV induit un processus qui inhiberait
I’invasion de S. aureus. Cependant, la bactérie sécréte un large panel de facteur de virulence comme la
DNase qui peut inhiber la NETose en clivant la chromatine. Grace a cette molécule, 1’action anti-
bactérienne de la NETose est inhibée et la bactérie peut acquérir les nutriments ainsi relargués dans le
milieu. D’autres enzymes permettent a S. aureus d’avoir des conditions de vie idéale dans 1’hdte, c’est
le cas de la catalase. Celle-ci inhibe I’effet des DRO en entrainant une production d’oxygene, ce qui

permet de recréer un microenvironnement aérobie pour la bactérie et permet ainsi sa prolifération.

PERSPECTIVES

La caractérisation de la NETose est essentielle. Nous avons abordé le fait que la LPV entrainait une
NETose dépendante de NOX2 pour les neutrophiles, et ceci resterait a confirmer. Ainsi, la recherche de
’origine des DRO (mitochondriale ou a partir de NOX) a travers différentes concentrations de LPV ou
temps d’incubation serait intéressante, afin d’observer si des différences d’activation de la NETose
peuvent apparaitre. De méme, I’autophagie impliquée dans la NETose est a approfondir, surtout que
HlgC/HIgB induit également ce mécanisme dans la cellule. La mise en évidence du récepteur a LukF-
PV permettrait de grandes avancées, il pourrait s’agir d’un TLR, par exemple, car il est connu que des
TLR peuvent induire de la NETose (Kusunoki et al., 2016). Enfin, 1’utilisation de macrophages
permettrait d’étudier 1’implication des Macrophage Extracellular Traps lors d’un contact avec la LPV,

ou peut-étre méme avec HigC/HIgB.

UNE AFFAIRE A SUIVRE...

Au contraire de la plupart des domaines scientifiques, la microbiologie est une discipline relativement
récente. En effet, il fallut attendre les découvertes de Louis Pasteur (1822-1895) et de Koch (1843-1910)
pour que les micro-organismes soient enfin révélés au grand jour et associés a certaines maladies, mais
¢galement au processus de fermentation alimentaire. De tout temps, les épidémies ont ravagé les terres
avant I’arrivée des premiers antibiotiques. Ce n’est qu’en 1928 qu’Alexander Fleming montra qu’une
moisissure, le Penicillium, empéchait la prolifération des bactéries, ouvrant ainsi le champ a
I’antibiothérapie actuelle. A présent, les épidémies bactériennes comme celles de peste sont rapidement
enrayées, mais le XXle siécle se retrouve confronté a d’autres types d’épidémies, voire de pandémies,

comme c’est le cas pour le SIDA, les hépatites, la malaria ou, plus récemment, les virus Ebola et Zika.

A Tinverse des virus, les bactéries semblent moins dangereuses, car une dizaine de familles
d’antibiotiques existent pour s’en prémunir. Pourtant, les résistances multiples se répandent et les SARM

concernent tout de méme 17,4 % des souches en France en 2014 (European Centre for Disease
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Prevention and Control), méme si ce chiffre a montré une diminution sensible de 16 % depuis 2001. Il
en demeure que S. aureus est un pathogene dangereux, notamment en raison de son arsenal de facteurs
de virulence trés développé. Les recherches sur les leucotoxines s’étalent sur plusieurs décennies a

présent, cependant nous sommes encore loin de comprendre leur fonctionnement.

Pendant ces derniéres années, 1I’hypothese de la formation d’un pore a la membrane plasmique de la
cellule est demeurée inchangée, appuyée par des techniques de cristallographie et d’expérimentation sur
membranes synthétiques. Ce n’est que récemment que les premiers récepteurs de ces leucotoxines se
sont révélés : C5aR pour la LPV et HlgC/HIgB, CD11b pour LukA/LukB, CCRS et CXCR1/2 pour
LukE/LukD, etc, apportant la preuve qu’autre chose semblerait se jouer dans la cellule en relation avec
ces récepteurs de I’immunité, pour certains des GPCR. Nous n’en sommes qu’aux balbutiements pour
comprendre la signalisation spécifique liée aux leucotoxines, mais cette thése apporte sa contribution
dans I’optique de s’extraire de cette hypothése historique de formation d’un pore a la membrane de la
cellule (Figure VI.11). Une meilleure compréhension du mécanisme d’action de ces toxines permettrait
I’émergence de thérapies ciblées, utilisées conjointement avec un traitement antibiotique, ceci dans le

but de renforcer notre capacité a répondre a de telles menaces.
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- Gaelle ZIMMERMANN-MEISSE /,
~ Internalisation des leucotoxines (
de S. aureus dans les cellules
cibles et conséquences cellulaires
associées

Résumé

S. aureus sécrete de nombreux facteurs de virulence qui lui permettent de lutter efficacement contre le
systéme immunitaire, afin de favoriser la dissémination de la bactérie dans I'organisme héte. Parmi ces
molécules, les leucotoxines ciblent principalement les cellules myéloides comme les neutrophiles, les
macrophages ou encore les monocytes, et sont formées par deux sous-unités : une de classe S et une de
classe F. La Leucodine de Panton et Valentine (LPV) et 'Hémolysine y HIgC/HIgB sont deux leucotoxines
dont le composant de classe S se fixe sur 'un des récepteurs du systéme du complément, le C5aR.
Naturellement activé par I'anaphylatoxine C5a, le C5aR voit son activité modifiée lors d’'une interaction avec
la LPV ou HIgC/HIgB, tout du moins pour la libération du calcium intracellulaire. Ces deux leucotoxines, a
linstar du C5a, sont internalisées dans le neutrophile humain et utilisent le transport rétrograde pour atteindre
'appareil de Golgi. Elles peuvent rester dans la cellule jusqu’a 3h sans susciter la mort pour le neutrophile.

Plus tard, a 6h, seule la LPV induit de 'apoptose et de la NETose.

Mots clés : Staphylococcus aureus, Leucocidine de Panton et Valentine, Hémolysine y, neutrophiles

humains, internalisation, transport rétrograde, apoptose, NETose, immunocytochimie

Abstract

S. aureus secretes many virulent factors which allow to efficiently fight the immune system, in a way to
promote the bacterial spreading inside the host. Among these molecules, the leukotoxins target myeloid cells
such as neutrophils, macrophages and monocytes, and are composed of two subunits: one of class S and
one of class F. Panton and Valentine Leukocidin (PVL) and y-Haemolysin HIgC/HIgB are two leukotoxins
whose S-component binds to the C5aR, one of the complement system receptors. Naturally activated by the
Cbha anaphylatoxin, the activity of the C5aR is modified by the PVL and HIgC/HIgB interaction, for the
intracellular calcium release. These two leukotoxins, as C5a, are internalised inside the human neutrophils
and use the retrograde transport to reach the Golgi apparatus. These can rest inside the cells until 3h without

neutrophil dead. Later, at 6h, only PVL induces apoptosis and NETosis.

Keywords: Staphylococcus aureus, Panton and Valentine Leukocidin, y-Haemolysin, human neutrophils,

internalisation, retrograde transport, apoptosis, NETosis, immunocytochemistry




