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Première partie 

Le contexte 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Représentation de l’hématopoïèse. D’après Ceredig et al.1 Parfois une cellule souche hématopoïétique 

(HSC) se divise de manière asymétrique entraînant l’apparition d’un progéniteur multipotent. Cette cellule va 

ensuite se différencier en cellule lymphoid-primed multipotent progenitors cells
 
(LMPP/LMP) capable de donner 

toutes les cellules mis à part les précurseurs des érythrocytes et des mégacaryocytes.  Cette cellule se 

différenciera en granulocyte-monocyte progenitor capable de ne donner que des neutrophiles ou des monocytes. 

Elle entrera ensuite dans la granulopoïèse.  
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1. 

Biographie d’un neutrophile 

 

La survie des organismes a toujours été une condition sine qua non pour la survie des 

espèces et plus généralement de la vie. Aussi sont apparus dès les premiers êtres unicellulaires 

des mécanismes permettant de lutter contre les parasites. L’évolution conduisit à l’émergence 

des premiers organismes pluricellulaires il y a 2.1 milliards d’années2 et progressivement des 

cellules capables d’éliminer les pathogènes firent leur apparition. Il y a 940 millions d’années 

apparurent au sein des métazoaires, chez les éponges, des cellules capables de phagocytose :  

les amibocytes (les « aïeux » des phagocytes humains)3. Au cours du temps le système 

immunitaire inné se complexifia et lorsque le genre Homo émergea il y a 2,8 millions 

d’années4, ces phagocytes (cellules dendritiques, macrophages et neutrophiles) étaient 

devenus des cellules spécialisées dans la défense de l’organisme avec des fonctions propres à 

chacune.   

Vie et mort d’un neutrophile humain 

L’hématopoïèse 

Chez l’Homme adulte la genèse des neutrophiles et de toutes les cellules de la lignée 

hématopoïétique se déroule dans la moelle osseuse, c’est l’hématopoïèse (Figure 1). Il s’agit 

d’un processus continue ponctué par divers phénotypes caractéristiques de la progression et 

de la différenciation des cellules5. Chaque neutrophile a pour parent une cellule souche 

hématopoïétique (Lin- CD34+ CD38– CD90+ CD49f+ CD45RA–)61a. Ces cellules résidentes de la 

moelle osseuse, capable d’auto-renouvèlement, ne se divisent que tous les cent soixante-

quinze à trois cents cinquante jours7. Parfois leur division est asymétrique entraînant 

l’apparition d’un progéniteur multipotent (CD133+ CD34+ CD38low CD90- CD49f- CD45RA-)8 

ayant une capacité d’auto-renouvellement plus limitée et dont la destinée dépend de son 

activité transcriptionnelle5. Pour devenir un neutrophile, il va subséquemment se différencier 

en cellule lymphoid-primed multipotent progenitors cells9 (LMP - CD133+ CD34+ CD38low 

CD45RA+ CD10-)8, capable de se différencier en multilymphoid progenitor ou en  

 
a Les clusters of differenciation (CD) sont des molécules de surface utilisées pour la distinction et l’identification 
des cellules lors d’un immunophénotypage. 
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Granulocyte Monocyte Progenitor (GMP - CD133+ CD34+ CD38+ CD45RA+ CD10- CD7-)8. Après 

le stade GMP le futur neutrophile entre dans la phase terminale de sa différenciation (la 

granulopoïèse) qui débute au stade myéloblaste. 

La granulopoïèse 

Les deux premiers stades de la granulopoïèse (myéloblaste et promyélocyte) sont les 

derniers stades où les cellules possèdent une activité mitotique ; la protéine lymphoid 

enhancer-binding factor 1 (LEF-1), dont la transcription est maximale durant la phase 

promyélocyte, augmentant la transcription des protéines c-myc et de la cycline D1 qui sont 

impliquées dans la prolifération cellulaire10. De surcroît on retrouve encore à ce moment de 

la différenciation les trois protéines CDK (CDK2, CDK3, CDK6) impliquées dans le passage de la 

phase G1 à la phase S du cycle cellulaire et leurs cyclines associées (cycline D1, cycline D2, 

cycline D3) à l’exception de la cycline E11. Les stades myéloblastes et promyélocytes sont aussi 

marqués par l’apparition des granules azurophiles qui contiennent notamment : la 

myélopéroxydase, l’élastase, la cathepsine G, la protéinase 3, l’azurocidine, la défensine, le 

BPI, le lysozyme12,13. La synthèse de ces protéines est finement contrôlée par des facteurs de 

transcription, pour la plupart spécifique de ces deux phases ; parmi eux on retrouve les 

protéines AML-1, c-myb, C/EBP-γ, CDP, Elf-114 et LEF-1. Le facteur de transcription LEF-1 va 

induire, tout comme la fixation du G-CSF sur son récepteur, la transcription d’un autre facteur 

de transcription C/EBP-α15 et ensemble ils vont permettre la synthèse de la protéine 

élastase16.  

Les stades myélocyte (CD34- CD15hi CD49dhi CD33hi CD11bhi CD16-)17 et métamyélocyte 

(CD34- CD15hi CD49d- CD33- CD11bhi CD16-)17 se caractérisent par le début de la segmentation 

du noyau et le début de la phase post-mitotique de la granulopoïèse, qui durera 6 à 7 jours. 

La perte de la capacité mitotique est due à la protéine C/EBP-α qui va former un complexe 

avec E2F, empêchant la cellule d’entrer en phase S et induisant une répression de l’expression 

du facteur de transcription c-myc qui maintenait la cellule à un stade prolifératif mais 

indifférencié18. De plus la protéine C/EBP-α va favoriser la transcription du miR-223 en se 

fixant sur son promoteur à la place de la protéine NFI-A. La transcription du miR-223 entraine 

la répression de la traduction de la protéine NFI-A qui favorisait la prolifération cellulaire19. En 

sus de l’action de la protéine C/EBP-α, il y a une diminution de l’expression des 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
Figure 2. Schématisation de la granulopoïèse. Sont représentés les facteurs de transcription (vert) et les 
protéines (noir) caractéristiques de chaque stade. Les granules azurophiles sont représentés en jaune, les 
granules spécifiques en vert et les granules à gélatinase en bleu. L’expression de CXCR4, nécessaire à la 
domiciliation dans la moelle osseuse diminue au cours de la différenciation.  
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protéines CDK2, CDK4 et CDK6 associées à la phase G1 du cycle cellulaire11 ; les cellules entrent 

alors en quiescence. C’est dans ces stades myélocyte et métamyélocyte que se forment les 

granules spécifiques20 dans lesquels on retrouve entre autres : la lactoferrine, la collagénase, 

le lysozyme ou le cytochrome b55812,13. Ils sont dus à l’expression du facteur de transcription 

C/EBP-ξ, dont l’activité nécessite au préalable l’acétylation de ses lysines 121 et 19821, et à la 

fin de l’expression des facteurs de transcription AML-1, C-myb et C/EBP-γ spécifiques des 

protéines des granules azurophiles. L’expression des protéines CDP et C/EBP-α reste similaire 

comme lors de toutes les étapes de la granulopoïèse et l’expression des protéines PU.1, 

C/EBP-β et C/EBP-δ continue de croitre14. Enfin le facteur de transcription Gfi-1 va être 

exprimé et il va inhiber les gènes codant pour les microARN miR-21 et miR-196b qui sont 

respectivement : un activateur de la monopoïèse et un répresseur de la granulopoïèse22.  

C’est lors de la transition vers les deux dernières étapes que sont les band cell (CD34- CD15hi 

CD49d- CD33- CD11bhi CD16int)17 et les segmented neutrophilic cell que les granules à 

gélatinase font leurs apparitions. Bien que tirant leur nom de la gélatinase qu’ils contiennent 

ils intègrent aussi en leur sein : de l’arginase, du lysozyme, ou le cytochrome b55812,13. 

L’expression des facteurs de transcription PU.1, C/EBP-β, C/EBP-δ augmente et se maintient 

dans les neutrophiles matures. Celle des protéines C/EBP-ζ, c-fos, c-jun augmente aussi et 

cette augmentation se poursuivra dans le neutrophile mature14. C’est à ce moment que se 

forment les vésicules sécrétoires qui présentent de nombreux récepteurs et protéines 

membranaires à leur surface. Enfin, après toutes ces étapes, le neutrophile est pleinement 

mature (CD34- CD15hi CD49d- CD33- CD11bhi CD16hi)17 (Figure 2).  

Cette représentation de la genèse des neutrophiles ne fait pas consensus et de nombreuses 

versions de l’hématopoïèse chez l’Homme cohabitent, certaines présentant rapidement une 

absence de lignée multipotente. Bien que des différences dues aux modèles utilisés existent 

(lignées cellulaire, sang de cordon ombilical, foie fœtal, moelle osseuse), ces différentes 

versions de l’hématopoïèse ne sont pas irréconciliables. En effet les cellules sont rapidement 

prédestinées par l’expression de facteurs de transcription. En conséquence, dans une 

population de cellules LMP qui est isolée à partir de marqueur phénotypique, se trouve une 

multitude de cellules qui par leurs activités transcriptionnelles sont en réalité déjà 

unipotentes23. Ce destin peut être altéré par le microenvironnement comme l’illustre 
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l’exemple des cellules pré-B, qui in vitro sont capables de se différencier en progéniteur 

myéloïde24.  

Mobilisation des neutrophiles 

Durant tout le processus de différenciation les neutrophiles restent dans la moelle osseuse 

grâce à l’interaction du chimioattractant CXCL12 b2avec son récepteur CXCR425 dont 

l’expression diminue au cours de la maturation ; permettant aux neutrophiles gagnant la 

circulation de ne plus être sensibles à la protéine CXCL12. Les neutrophiles sont alors très 

réceptifs à la protéine CXCL1, le ligand de la protéine CXCR226, qui est secrétée par les 

macrophages résidents des tissus, les cellules épithéliales et les neutrophiles lors d’une 

inflammation. Cependant l’augmentation de l’expression de la protéine CXCR4 au cours de 

leur vie de cellule mature (humaine)27 laisse penser que les neutrophiles sénescents 

retournent dans la moelle osseuse où ils sont éliminés, comme c’est le cas pour les 

neutrophiles murins26. Pour la grande majorité des neutrophiles, après une durée de vie 

relativement courte allant de quelques heures à quelques jours selon les auteurs28,29, ils sont 

éliminés de l’organisme. Durant cette brève existence, une part importante des neutrophiles 

matures reste dans la moelle osseuse tandis qu’environ 4x106 neutrophiles par litre de 

sang30,31 arpentent la circulation sanguine représentant 60% des leucocytes sanguin. Enfin des 

réserves de neutrophiles de tailles variables se trouvent dans divers tissus28 et peuvent être 

mobilisées notamment lors d’infection ou de processus inflammatoire.  

Lors d’une infection systémique un processus va même permettre une mobilisation encore 

plus importante des neutrophiles, c’est la granulopoïèse d’urgence. Favorisé par les protéines 

IL-6 ou GM-CSF, une modification de l’expression de certains gènes va s’opérer conduisant par 

exemple à une augmentation de la protéine C/EBP-β qui est nécessaire uniquement lors de ce 

processus. Cela va se traduire par un relargage dans la circulation sanguine de neutrophiles 

matures et immatures (métamyélocyte, band cells ou segmented neutrophilic cells) qui 

possèdent cependant déjà la capacité de phagocyter, produire des formes réactives de 

l’oxygène (FRO), de suivre un gradient de chimioattractant et de tuer des bactéries32.  

 

 
b Cytokines : petites protéines jouant un rôle important dans la signalisation cellulaire et notamment auprès des 
cellules du système immunitaire. Cette grande famille regroupe les chimiokines, les interférons, les interleukines 
et le Tumor Necrosis Factor.   



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3. Effet du priming par l’interféron gamma sur les neutrophiles humains. La fixation de l’interféron sur 
son récepteur entraîne une activation de la voie Jak/STAT provoquant une profonde modification de l’expression 
génique. Concomitamment il y a d’une part une internalisation du complexe ligand/récepteur et d’autre part un 
stockage dans les compartiments intracellulaires du calcium afin d’augmenter la sensibilité de la cellule à un 
second stimulus. 
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Recrutement des neutrophiles humain 

Priming 

Lors d’une infection localisée ou d’un processus inflammatoire stérile, les premières 

cellules du système immunitaire à agir vont être les macrophages et les mastocytes résidents 

du tissu concerné qui vont détecter des signaux propres aux pathogènes ou à la mort anormale 

des cellules (les Pathogen Associated Molecular Patterns et les Damage Associated Molecular 

Patterns) grâce à leur Pattern Recognition Receptor (PRR). En réponse, diverses molécules 

vont être produites par les cellules résidentes du tissu parmi lesquels certaines 

(chimioattractants, interleukines) vont gagner la circulation sanguine et pré-activer les 

neutrophiles au même titre que certaines molécules spécifiques des pathogènes (priming)33. 

On distingue trois types de molécules induisant le priming : les molécules chimioattractantes 

(fMLF, C5a, LTB4, PAF), les cytokines (TNFα, GM-CSF, IL-1,IL-8, IL-18, adiponectine) et les 

agonistes des TLR (LPS, Lipopeptide, flagelline, CL097, CL075, zymosane)33. Les modifications 

produites sont nombreuses et variables en fonction du stimulus, mais elles sont généralement 

résumées par une augmentation de la production de FRO, de l’exocytose, de la formation de 

NET et du chimiotactisme en réponse à un second stimulus ainsi que par une modulation de 

la durée de vie des neutrophiles28. Si l’on prend l’exemple de l’interféron gamma (interféron 

de type II) qui est produit entre autre par les innate lymphoid cells du groupe 134, les 

lymphocytes T, les macrophages et dans certains cas les neutrophiles35, sa fixation sur son 

récepteur va modifier l’activité transcriptionnelle de la cellule via la voie Jak1/STAT1 puis le 

complexe ligand/récepteur va être internalisé36 (Figure 3). Concomitamment l’ion calcium va 

être capturé depuis le milieu extracellulaire et  séquestré dans les compartiments 

intracellulaires afin d’augmenter la sensibilité de la cellule à un nouveau stimulus37. Parmi les 

gènes dont l’expression est augmentée par cette régulation, on retrouve des gènes codant 

pour des protéines impliquées dans le chimiotactisme, l’adhésion cellulaire, la phagocytose 

(le récepteur du complément, le récepteur du LPS, FcγRI, FcγRIII), la production de FRO (Nox2), 

la mise en place de la réponse adaptative ou un marqueur d’activation38. A l’inverse 

l’expression de certains gènes diminue. C’est notamment le cas du gène codant pour la 

protéine CXCR4 ou de gènes codant pour des chimiokines impliquées dans le recrutement des 

neutrophiles (MIP-1α, MIP-1β, GRO-α, IL-8). L’expression du gène codant pour la protéine  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4. Schéma des mécanismes permettant au neutrophile de franchir la barrière endothéliale des 

vaisseaux. En bleu sont représentées les actions concernant les cellules résidentes du tissu ; en violet se sont 

celles des neutrophiles ; en jaune celles des cellules endothéliales. VS : vésicules sécrétoires, GG : granules à 

gélatinase, GS : granules spécifiques, GA : granules azurophiles, MP : membrane plasmique  
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p47phox est aussi réduite39 mais la protéine étant en excès, cela n’empêche pas l’augmentation 

de la production de FRO38. 

Franchissement de l’endothélium vasculaire 

Parallèlement, au priming, l’activation des PRR à la surface des cellules endothéliales va 

augmenter l’expression de protéines impliquées dans le recrutement des neutrophiles à leur 

surface. Si l’exocytose de la P-selectine contenue dans les corps de Weibel-Palade ne prend 

que quelques minutes, la E-selectine doit être transcrite puis traduite ce qui prend environ 

quatre-vingt-dix minutes40,41. Ces deux protéines vont notamment être reconnues par la 

protéine P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 (PSGL1) du neutrophile ce qui va induire sa capture 

dans cette zone (tethering). Il va alors continuer d’avancer le long du vaisseau en suivant le 

flux de la circulation sanguine (rolling)42. La fixation de la protéine PSGL1 à son ligand entraîne 

une activation partielle de la protéine Lymphocyte function-associated Antigen 1 (LFA-1) qui 

va se fixer aux protéines Intracellular Cell Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) et ainsi ralentir le 

neutrophile43. Il va alors détecter le gradient de chimiokines44 produits par les cellules 

résidentes du tissu45. La détection du gradient de chimiokine va entraîner une mobilisation 

des stocks des récepteurs MAC-1 (CD11b/CD18) et l’activation des protéines taline 1 et 

kindline 3 ce qui va augmenter l’affinité des récepteurs LFA-1 (CD11a/CD18) pour leurs ligands 

(ICAM-1 et ICAM-2)46 et conduire à une immobilisation du neutrophile (adhesion). Une fois 

arrêté le neutrophile explore son environnement à l’aide de pseudopodes tout en restant 

attaché à l’endothélium jusqu’à trouver une jonction endothéliale (crawling) pour pénétrer 

dans le tissu. Le passage à travers la barrière de l’endothélium (transmigration) au niveau des 

jonctions endothéliales prend entre sept et vingt minutes. Des expériences in vitro ont montré 

qu’afin de faciliter le passage de la matrice extra-cellulaire de l’endothélium, toutes les 

vésicules sécrétoires du neutrophile humain vont fusionner avec la membrane ainsi que 40% 

des granules à gélatinases, 25% des granules spécifiques et 7% des granules azurophiles47. 

Dans le même temps l’adhésion des cellules endothéliales à la matrice extracellulaire diminue 

localement, avec une perte des protéines paxiline et focal adhesion kinase au niveau des 

complexes d’adhésion, à proximité de la zone de migration du neutrophile humain (comme 

montré par des expériences in vitro)48. De plus afin de permettre le passage du neutrophile, il 

y a une rupture des liaisons entre les protéines VE-cadhérine (donc les jonctions adhérentes)40 

(Figure 4). L’autre possibilité pour le neutrophile de franchir la barrière endothéliale, est le  
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passage transcellular. La cellule endothéliale subit une réorganisation de son cytosquelette 

d’actine ce qui va lui permettre d’englober le neutrophile humain grâce à des prolongements 

riches en protéines ICAM-1 et VCAM-1 qui vont se lier aux protéines VLA-1 et LFA-1 et former 

« le dôme », comme démontré par des études in vitro49. Ce mode de passage de la barrière 

endothéliale est plus long puisqu’il faut entre vingt et trente minutes pour que le neutrophile 

puisse passer.  

Une fois la barrière franchie, le neutrophile se retrouve exposé à un nouveau gradient de 

chimiokine (chimioattractant final) qui a une double fonction : guider le neutrophile vers le 

site exact où il est demandé et éviter qu’il ne reste subjugué par le gradient présent sur 

l’épithélium (chimioattractant intermédiaire)50. Cette hiérarchisation des gradients est le 

résultat de la primauté de certaines voies de signalisation sur d’autres ; la voie PI3 Kinase est 

responsable de la migration lorsqu’il s’agit du chimioattractant intermédiaire tandis que la 

voie impliquant la p38 MAP Kinase contrôle la migration lorsqu’il s’agit du chimioattractant 

final51.  

Diversité de l’action des neutrophiles 

Dans un cadre infectieux, une fois sur site, les neutrophiles se chargent de l’élimination des 

pathogènes grâce à deux principaux mécanismes : la phagocytose (production de FRO, 

dégranulation) et la NETose qui seront détaillés dans le chapitre suivant. Cependant l’action 

des neutrophiles est bien plus complexe, il existe de nombreuses sous-populations qui 

exercent en réalité une kyrielle de fonctions différentes.  

Longtemps cantonné à un rôle dans la résolution de l’infection et dans la mise en place de 

l’inflammation, les neutrophiles se voient aujourd’hui parés de propriétés 

immunosuppressives. Les granulocytic myeloid-derived suppressor cells (G-MDSC), que l’on 

retrouve parmi les low density neutrophils (LDN), sont l’oriflamme de ce nouveau concept. Les 

G-MDSC se composent de neutrophiles activés52,53 cependant il est difficile de définir un 

phénotype qui fasse consensus. Chez l’Homme les phénotypes établis varient d’une situation 

à l’autre (cancer, grossesse, sepsis, infection) et même d’un patient à l’autre pour un contexte 

donné54. Leur fonction immunosuppressive est principalement due à l’action de la protéine 

arginase 1 et à la production de FRO53 qu’ils sécrètent dans le milieu ainsi qu’à la plus grande 

sensibilité des lymphocytes T conventionnel au stress oxydant par rapport aux lymphocytes T 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5. Mécanismes de l’action immunosuppressives des MDSC. En bleu sont représentées les actions 
concernant les lymphocytes T ; en violet se sont les mécanismes provenant des neutrophiles. L’arginase et les 
FRO sont produits dans le milieu extracellulaire par les neutrophiles. 
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régulateur55. L’arginase 1 dégrade la L-arginine présente dans l’environnement en L-ornithine 

puis en urée. Or la L-arginine est nécessaire à la multiplication des lymphocytes T56 ainsi qu’à 

l’expression de la chaîne ζ du T cell Receptor (TCR)57 qui est la chaîne limitante dans le 

processus de synthèse du TCR. Celle-ci stabilise le complexe CD3/TCR à la surface de la cellule. 

De plus en absence d’arginine, la déphosphorylation de la cofiline diminue58 entrainant une 

diminution voir une absence de synapse immunologique (zone d’interaction entre cellules 

lorsque l’un des acteurs est une cellule du système immunitaire) qui est pourtant nécessaire 

à la prolifération des cellules T. Cette action sur la cofiline est renforcée par la production du 

peroxyde d’hydrogène par les neutrophiles, qui l’oxyde l’empêchant de participer à la 

dépolymérisation de l’actine59. Le stress oxydatif induit aussi l’apoptose des lymphocytes T et 

cette action pro-apoptotique des G-MDSC est renforcée par l’expression à leur surface de la 

protéine PD-L1 qui en se liant à la protéine PD-1 provoque l’apoptose des lymphocytes60 

(Figure 5). Parmi les LDN se trouvent aussi des cellules pro-inflammatoires dont la composition 

et la nature sont sujettes à débat61 et qui se retrouvent dans les maladies auto-immunes ou 

dans les maladies rhumatoïdes. Elles se caractérisent par une importante faculté à produire 

des cytokines62 ainsi que des NETs qui dans ce cas, sont dépendant des FRO produit par les 

mitochondries63. Les Normal density neutrophil ne sont pas pour autant oublier dans cette 

révolution et certains possèdent eux aussi une activité immunosuppressive sur les 

lymphocytes T grâce à la production de FRO, par une libération de protéine CCL2 qui inhibe la 

fonction des lymphocytes T64 ou via Mac-165. Ces nouvelles populations proviennent-t-elles 

d’une lignée spécifique durant l’hématopoïèse ou sont-elles le résultat de la plasticité des 

neutrophiles qui s’adaptent à leur micro-environnement ? La question reste ouverte.  

Autre fonction longtemps dépréciée des neutrophiles, la production de protéines et 

particulièrement de cytokines. Certes la quantité d’ARN messager total est dix à vingt fois 

moins importante dans les neutrophiles que dans les autres leukocytes66,67 mais leur nombre 

au site inflammatoire est tel qu’il est déraisonnable de négliger leur synthèse protéique ; 

d’autant plus que dans les neutrophiles des modifications épigénétiques (méthylation, 

acétylation des histones)68 œuvrent pour adapter la synthèse protéique au micro-

environnement69. Cette adaptabilité se reflète dans l’importante diversité des cytokines qu’ils 

produisent (chimiokines, cytokines immuno-régulatrices, pro-inflammatoire ou  
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anti-inflammatoire, des facteurs angiogénique et fibrogénique, des membres de la 

superfamille des TNF…)70, témoignage de l’intrication existante entre l’immunité innée et 

adaptative puisqu’elles contribuent au recrutement ou à la maturation des 

monocytes/macrophages, cellules dendritiques, Natural Killer, ou lymphocytes B/T71. Cette 

intrication entre immunité innée et adaptative est renforcée par la capacité des neutrophiles 

à être des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) atypiques72. En effet bien qu’incapable 

d’activer des lymphocytes T naïf, ils sont capables de présenter un antigène exogène73 et 

d’exprimer des molécules nécessaires à la présentation antigénique et à l’activation des 

lymphocytes T  mémoires (HLA-DP, DQ, DR ; molécule de costimulation)74. De plus chez les 

primates non humains, les neutrophiles sont capables de transporter un antigène dans les 

organes lymphoïdes secondaires et d’induire la prolifération des lymphocytes T72 (ce qui n’a 

pas été étudié chez l’Homme). Bien que cette fonction de présentation d’antigène ne 

concerne pas tous les neutrophiles (seul une fraction exprime les molécules HLA-DP, DQ, DR et 

les molécules de costimulation) et qu’elle soit moins efficace qu’avec les CPA professionnelles, 

leur nombre pourrait pallier cette efficacité moindre. En outre en produisant des NET, les 

neutrophiles sont capables d’abaisser le seuil d’activation des lymphocytes CD4 helper, grâce 

à l’activation de la voie de signalisation associé au TCR75 par les NET.  

Arrêt de la réponse inflammatoire et réparation tissulaire 

L’arrêt de la réponse inflammatoire et la réparation tissulaire impliquent aussi les 

neutrophiles. La fin de leur recrutement au site inflammatoire est le résultat de la production 

tissulaire de molécules anti-inflammatoires comme l’IL-10 ; de la diminution de l’activité de la 

protéine NF-κB ; de la synthèse d’antagonistes des récepteurs aux cytokines ou d’une forme 

soluble de ces récepteurs, ce qui limite la diffusion de leur ligand et donc le recrutement des 

neutrophiles40. L’action anti-inflammatoire est aussi due à la production de glucocorticoïde 

qui vont provoquer une relocalisation de l’annexine 1 à la surface des cellules de 

l’endothélium, ce qui inhibe l’adhésion et la transmigration des neutrophiles grâce à la fixation 

de l’annexine 1 sur le Formyl Peptide Receptor76. De même, la production de la lipoxin A4 

inhibe le chimiotactisme lié au FPR77 et elle induit le recrutement de macrophages non-

inflammatoires qui vont phagocyter les neutrophiles apoptotiques. Les neutrophiles, eux, vont 

sécréter des protéines tels que la résolvine et la protectine D1 qui arrêtent la migration des 

neutrophiles. La protectine D1 va de surcroît augmenter l’expression de la protéine CCR5 sur  
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les neutrophiles apoptotiques tardifs ce qui agit comme un piège pour les chimiokines CCL3 

et CCL5, deux chimioattractants des neutrophiles, en les empêchant de gagner la circulation78. 

Concernant la reconstruction tissulaire, elle est facilitée par la capacité des neutrophiles à 

éliminer les cellules mortes, les pathogènes, à activer la protéine VEGF qui favorise la 

revascularisation de la zone lésée et à exprimer certaines métallopeptidases comme MMP9. 

Celles-ci permettent la dégradation des composants du cytosquelette des cellules nécrosées 

(actine, tubuline, l’annexine 1) qui font partie des DAMP79. Autre mécanisme pouvant 

contribuer au retour à l’homéostasie tissulaire, la capacité de certains neutrophiles à regagner 

la circulation. Le pourcentage de cellules concernées reste incertain80,81 tout comme leur 

destin mais il est vraisemblable qu’elles soient capables de se rendre dans des organes 

lymphoïdes pour y activer la réponse adaptative72.  
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2. 

Le choix des armes 

 

Les neutrophiles disposent de deux principaux procédés pour l’élimination des pathogènes, 

la phagocytose et la production de Neutrophil extracellular Traps (NET). Si Max Schultze dès 

le milieu du XIXème siècle observe le processus de phagocytose dans des neutrophiles82, il 

faudra attendre 2004 pour que la production de NET soit mise en évidence83.   

La NETose chez l’Homme 

Le processus de formation des NET est un mécanisme que l’on retrouve dans tous les 

granulocytes84 et qui est conservé au cours de l’évolution puisqu’il est présent chez de 

nombreuses espèces animales et chez les végétaux84. Ce sont des filaments de chromatine 

recouvert de protéines des granules et expulsés dans le milieu extracellulaire. Leur formation 

est le résultat d’une signalisation complexe qui mobilise différentes voies de signalisation en 

fonction du stimulus et qui va aussi dépendre d’autres processus cellulaires ; notamment de 

la phagocytose qui, en provoquant la fusion des granules azurophiles avec le phagosome, 

entraîne la séquestration de la neutrophil elastase dans celui-ci ; ce qui empêche sa présence 

au noyau et l’initiation de la formation des NET85. La production de NET la plus courante 

correspond à un processus de mort cellulaire particulier marqué notamment par une 

inhibition de l’apoptose. Phénotypiquement, elle se caractérise tout d’abord par une perte de 

la morphologie du noyau, puis par une perte de la membrane nucléaire et une décondensation 

de la chromatine avant une disparition de la membrane des granules86. Moléculairement, 

Hakkim et al. ont montré qu’un analogue du diacylglycérol provoque l’activation de la Protéine 

Kinase C puis de la voie c-Raf-MEK-ERK85 ; la protéine ERK phosphoryle ensuite la protéine 

p47phox conduisant à l’activation de la NADPH oxydase et à la formation de FRO88. Parmi ces 

FRO le peroxyde d’hydrogène va permettre, par un mécanisme encore non connu, la 

séparation d’un complexe neutrophil elastase, cathepsine G, azurocidine de la 

myélopéroxydase lorsque ces protéines sont présentes à la membrane des granules 

azurophiles mais sans en détruire la membrane. Une fois dans le cytoplasme le complexe se 

fixe aux filaments d’actine qu’il dégrade avant de pénétrer dans le noyau89 où la 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Libération de la neutrophil elastase des granules. Sous l’action du peroxyde d’hydrogène un complexe 

formé par la neutrophil elastase, la cathepsine G et l’azurocidine se détache de la membrane des granules 

azurophiles (lorsqu’il est complexé à la membrane avec la myélopéroxydase). Ce complexe se lie à l’actine qu’il 

dégrade avant de transloquer au noyau où l’élastase va dégrader l’histone H4. Modifié à partir de Metzler et al.89 
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neutrophil elastase dégrade l’histone H4 (Figure 6). Parallèlement, un processus de 

citrullination des histones H3, dépendant de la NADPH oxydase, de l’autophagie90 et de la 

PKC91 permet la décondensation de la chromatine92. La disparition des membranes des 

granules et de la membrane nucléaire permet ensuite la formation de filaments d’ADN 

recouverts d’histones et de protéases issues des granules93 avant leur dispersion dans le milieu 

extra-cellulaire. Le processus conduisant à la disparition de la membrane nucléaire est encore 

mal compris mais sa composition (faible en cholestérol contrairement à la membrane 

plasmique qui dans un premier temps reste intact) laisse penser que des peptides 

antimicrobiens de la famille des cathelicidines comme LL-37 (qui sont présents dans les 

granules et qui dégradent spécifiquement les membranes pauvres en cholestérol) sont 

impliqués dans le processus comme montré dans les neutrophiles murins94. Les complexes 

immuns immobilisés sont aussi capables d’induire la production de NET lors de leur fixation 

sur les récepteurs FcγRIIIB et MAC-1 ; ce qui initie une cascade de signalisation passant par 

Syk, PI3 Kinase/Akt, la protéine p38 MAP Kinase et les protéines ERK1/295. 

 Il existe un autre moyen de produire des NET et cette voie en plus d’être non létale et plus 

rapide est indépendante de la production de FRO. Elle dépend notamment de facteurs 

sécrétés par certains pathogènes comme Staphylococcus aureus qui vont stimuler la 

formation de NET en quelques minutes. Les filaments d’ADN parés d’histones et de protéases 

sont transportés dans le milieu extracellulaire au sein de granules et c’est dans le milieu extra-

cellulaire qu’ils formeront des NET96, ce processus d’encapsulation et d’expulsion de l’ADN 

peut être rapproché de celui qui se déroule dans les érythrocytes murins lors de leur 

maturation97 et, d’après Pilsczek et al.96, on peut imaginer une similitude dans les 

mécanismes. Lorsque les NET sont produits du fait de stimulus produits par des pathogènes 

comme Staphylococcus aureus, la morphologie du noyau avant encapsulation de l’ADN, 

rappelle celle des patients atteint d’un déficit en emerin (une protéine de la membrane 

nucléaire) tandis que la disparition de l’enveloppe nucléaire correspond à ce qui peut être 

observé lors de la prométaphase ; ce qui pourrait indiquer une implication de cette protéine 

et des protéines impliquées dans la mitose lors de la formation des NET96. Même énuclée, le 

neutrophile conserve sa capacité à suivre un gradient de chimiokine ou à phagocyter une 

proie. Il existe aussi certains cas où le neutrophile produit des NET, survie et conserve son  
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ADN nucléaire. Dans ces situations spécifique les NET sont formés par l’ADN mitochondrial98 

et leur composition diffère de celle des NET nucléaires mais ce mécanisme est à relativiser car 

la quantité d’ADN alors présente, du fait de la faible quantité de mitochondries dans les 

neutrophiles, est 100 000 fois moins importante qu’avec des NET classique99.  

Une fois dans le milieu extracellulaire le rôle des NET va dépendre du contexte. Lors d’une 

infection ils piègent les pathogènes mais leur action précise (biocide ou bactériostatique) reste 

débattue100. C’est cependant un mécanisme suffisamment efficace pour qu’au cours de 

l’évolution soit apparu chez certains pathogènes une sécrétion dans le milieu extracellulaire 

de nucléases. Dans un contexte inflammatoire, les nombreuses protéases présentes sur les 

NET participent aussi à la dégradation des cytokines du micro-environnement contribuant à 

limiter les molécules pro-inflammatoires101. Dans un contexte d’auto-immunité, les NET 

contribueraient à la libération du contenu intracellulaire des neutrophiles ce qui provoquerait 

la dispersion d’auto-antigène puis la formation d’anticorps spécifique (anti-neutrophil 

cytoplasmic antibodies (ANCAs), anti-histones, ADN, ribonucléoprotéine, anti-citrulline)102.  

La phagocytose 

La phagocytose est un mécanisme permettant d’ingérer des proies de nature variable 

(corps apoptotique, pathogène) et dont la taille excède 0.5 µm103. Malgré de nombreuses 

similarités dans le processus de phagocytose réalisé par les macrophages, les neutrophiles et 

les cellules dendritiques, des spécificités sont attachées aux différents phagocytes 

professionnels. Par exemple dans la larve de poisson zébrée les neutrophiles sont peu 

efficaces lorsqu’il s’agit de capturer une bactérie en milieu liquide contrairement aux 

macrophages, en revanche ils excellent lorsque les bactéries sont adhérentes à une surface104. 

Autre différence, la finalité de la phagocytose dépend du type cellulaire. Si dans les 

neutrophiles elle a principalement pour vocation l’élimination de la proie, dans les cellules 

dendritiques elle sert à apprêter les antigènes pour leur présentation, alors que dans les 

macrophages les deux desseins cohabitent. Les phases qui composent l’initiation de cette 

phagocytose, sont en revanche communes. L’internalisation de la proie, peut être découpé en 

trois phases : la pedestal phase qui correspond au premier contact entre la proie et la cellule, 

la formation de la coupe phagocytaire puis la phase de fermeture du phagosome.   

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 7. Affinité des récepteurs Fcγ présent à la surface des neutrophiles humains. Dans les neutrophiles 
humains il y a une forte expression constitutive des FcγRIIA et FcγRIIIB et une faible expression des FcγRIIB. Dans 
un contexte allergique ils expriment FcεRI tandis que l’expression des FcγRI est induite par l’interféron gamma. 
D’après le Janeway neuvième édition : * principales sous-classes impliquées dans l’opsonisation tandis que les 
sous-classes ** n’y ont qu’un rôle mineur. Modifié à partir de Jönsson et al.105 
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Considérations biochimiques 

Reconnaissance de la proie et affinité des récepteurs 

La pedestal phase dépend au préalable de la reconnaissance de la proie par les récepteurs 

à la surface de la cellule. On distingue trois grandes classes de récepteurs impliqués dans la 

phagocytose : les TLR qui reconnaissent des molécules étrangères à l’organisme ; les 

récepteurs aux opsonines qui fixent les anticorps et les molécules C4b, iC3b/C3b du 

complément ; les récepteurs reconnaissant les corps apoptotiques (absent chez les 

neutrophiles)103. Individuellement seuls les récepteurs du β-glucane (Dectine-1) et le 

récepteur des immunoglobulines de classe G (FcγR) sont suffisants pour induire la 

phagocytose106,107, chacun mobilisant des voies de signalisation particulière. Toutefois la 

reconnaissance et la formation du complexe ligand/récepteur ne sont pas suffisants pour 

induire la phagocytose puisque la fixation au neutrophile nécessite de tenir compte de 

l’avidité qui dépend : de l’affinité du récepteur pour la sous-classe d’immunoglobuline 

présente, de la densité de ligands sur la proie et de la densité de récepteurs.  

Parmi les récepteurs suffisant pour induire la phagocytose, on s’intéresse uniquement au 

récepteurs Fcγ car leur fonctionnement a été le plus étudié. Parmi eux, les FcγRIIA et les 

FcγRIIIB sont les plus présents à la surface des neutrophiles humains. Les FcγRIIIB sont dix fois 

plus nombreux que les FcγRIIA108, les FcγRIIB sont faiblement exprimés et les FcγRI ne sont 

exprimés qu’après stimulation par l’interféron gamma109. Seuls les FcγRI ont une forte affinité 

pour les IgG1 (KA=108 M-1) qui représentent un tiers des immunoglobulines dans le sérum (5-

10 mg/ml), les FcγRIIA et FcγRIIIB, FcγRIIB ayant une affinité faible affinité pour ces 

immunoglobulines (107>KA>105)110 (Figure 7). Les récepteurs vont donc devoir être concentrés 

au niveau de la proie pour assurer son attachement et cette concentration est aussi nécessaire 

pour que la signalisation intracellulaire se mette en place.  

Dynamique des phospholipides 

Durant la formation du phagosome dans les neutrophiles humains, lors de l’apparition des 

pseudopodes, le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) initialement réparti 

dans toute la membrane plasmique est d’une part hydrolysé par la PLC-γ2 au niveau  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Dynamique des phosphoinositides à la membrane du phagosome. Lors du contact entre la proie et le 
phagosome les PtdIns(4,5)P2 sont présent à la zone de contact. Très vite ils disparaissent à la membrane du 

phagosome remplacés par le DAG et les PtdIns(3,4,5)P3 / PtdIns(3,4)P2. Lors de la maturation du phagosome, 

après sa fermeture le DAG reste et les PtdIns (3,4,5)P3 / PtdIns(3,4)P2  laissent place aux PI(3)P.    
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de la zone de contact entre la proie et le phagosome et d’autre part phosphorylé par une PI3 

kinase de classe I ce qui entraine respectivement la formation de diacylglycérol (DAG) (et d’IP3) 

et de PtdIns(3,4,5)P3
111. Une fois le phagosome fermé le PtdIns(3,4,5)P3 disparait, cela coïncide 

avec l’apparition du PtdIns(3)P111 qui est impliqué dans le fonctionnement de la NADPH 

oxydase. Cette modification de la composition lipidique contrôle donc les étapes clés de la 

maturation du phagosome et de la production de FRO par la NADPH oxydase (Figure 8). Cette 

succession de phosphoinositides participe aussi au recrutement des différents acteurs de la 

phagocytose (voir plus bas – Considérations biologiques).   

Les travaux menés dans les macrophages murins in vitro et résumés dans la revue de 

Bohdanowicz et al.112 permettent d’approfondir les mécanismes sous-jacents. Le PtdIns(4,5)P2 

stabilise la présence à la membrane du phagosome de protéines PtdInsP5 Kinase qui semblent 

impliquées dans la réorganisation de l’actine durant la clusterisation des récepteurs et durant 

l’extension des pseudopodes. De plus le PtdIns(4,5)P2 favorise la nucléation de l’actine. Sa 

disparition est donc nécessaire pour que l’actine se désassemble à la coupe ce qui permet 

l’internalisation complète de la particule. Le PtdIns(3,4,5)P3 qui apparait va favoriser le 

recrutement de la myosine X qui, selon certaines hypothèses, servirait à la fermeture du 

phagosome et il va participer à la stabilisation de la protéine Gab2 à la membrane. Le 

PtdIns(3)P qui apparait après est principalement dû à l’activité de la PtdIns3 Kinase de classe 

III, Vps34. Comme dans le neutrophile, il va permettre l’activité de la NADPH oxydase en 

recrutant la sous-unité p40phox au phagosome.  

Considérations biophysiques 

Les études sur la mobilité des protéines dans la membrane indiquent que contrairement 

au modèle passé, les protéines et même les lipides ne se déplacent pas librement dans la 

membrane113. Tout d’abord de nombreux éléments entretiennent l’inhomogénéité des 

membranes que ce soit l’activation localisé d’enzymes influant sur la composition 

membranaire (tel les kinases et les phosphatases), les interactions protéines-protéines, les 

radeaux lipidiques, la taille des lipides ou les contraintes physiques (filopodes, cils…). Viennent 

ensuite les obstacles physiques à la diffusion comme le cytosquelette, la matrice  

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 9. Schéma de la mobilité protéique dans la membrane selon le modèle picket-fence. Des éléments de la 
membrane plasmique (phospholipides, protéines) servent d’ancrage (picket) au cytosquelette d’actine dont le 
réseau sous membranaire limite la mobilité du récepteur Fcγ (fence). D’après Jaumouillé et al. 114 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 10. Organisation des récepteurs dectine-1 lors de la phagocytose dans les macrophages murins. (A 
gauche) Schéma montrant la clusterisation des recepteurs dectine-1 (c-SMAC) et l’exclusion des phosphatases 
CD45 du fait de la taille de leur ectodomaine (p-SMAC). (A droite) Marquage in cellulo des protéines dectine-1 et 
CD45 lors de la phagocytose de particules marquées par du B-glucane. Les récepteurs dectine-1 se retrouvent au 
centre de la zone d’interaction avec la proie et les protéines CD45 sont en périphérie. D’après Goodridge et al.115  
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extracellulaire ou les clusters de protéines transmembranaires. Enfin les interactions 

électrostatiques ou d’hydrophobicité peuvent localement modifier la composition de la 

membrane116. Ces considérations entraînèrent l’apparition du picket-fence modèle où le 

cytosquelette d’actine par sa liaison aux protéines ou aux lipides limite localement la diffusion 

des protéines dans la membrane plasmique les confinant à une zone restreinte 114 (Figure 9).  

Ces travaux sur la mobilité des protéines membranaires et des lipides ont trouvé un 

profond écho dans l’étude de la phagocytose où, dans les macrophages, les PIP2 sont restreint 

à certaines portions du phagosome (supposément par les filaments de septines) suivant le 

modèle de fence117. L’étude de la diffusion des protéines au phagosome et plus 

particulièrement à la synapse phagocytaire, c’est-à-dire à l’interface entre la proie et la cellule 

durant la pedestal phase et la formation de la coupe, a montré dans les macrophages un 

important niveau d’organisation des protéines qui ont alors une mobilité limitée. Cette 

organisation est souvent présentée comme étant similaire à l’organisation modèle de la 

synapse immunologique à savoir : un central supramolecular adhesion complex (c-SMAC) 

composé par les protéines TCR entouré par un peripheral SMAC puis par le distal SMAC118 où 

l’on retrouve les phosphatases comme CD45. Par exemple lors de la reconnaissance de β-

glucane par les récepteurs dectine-1 dans les macrophages murins, les récepteurs se 

regroupent au centre de l’aire de contact (c-SMAC) et l’on retrouve en périphérie les 

phosphatases CD45 (p-SMAC)115 (Figure 10). Ce phénomène pourrait s’expliquer par le fait 

que les intégrines forment une barrière entre les différentes zones de la synapse excluant les 

protéines ayant un ectodomaine trop long comme les phosphatases119. Dans la synapse 

immunologique les moésines sont responsables de cette exclusion des phosphatases120, on 

peut spéculer sur le fait qu’elles jouent un rôle similaire lors de la phagocytose. Dans les 

macrophages lors d’une phagocytose dépendante des récepteurs Fcγ, la réorganisation du 

cytosquelette d’actine permet la clusterisation des récepteurs Fcγ soulignant l’importance du 

cytosquelette dans la mise en place du c-SMAC121.  

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 11. Rôle de la tension surfacique dans la phagocytose des proies de grandes tailles par les macrophages. 
Après le contact avec la proie les invaginations présentent à la membrane se déplient pour permettre le début 
de la phagocytose (phase I et II). Du fait de l’accumulation des tensions dans ces pseudopodes il y a une 
réorganisation du cytosquelette d’actine et une fusion de vésicules pour permettre une augmentation de la 
surface, une diminution des tensions et une extension des pseudopodes (phase III et IV). Figure provenant de 
Masters et al.122 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 12. Cascade de signalisation des FcγRIIA dans les macrophages lors de la phagocytose dépendante des 
récepteurs Fcγ. Les encadrés verts représentent le lien entre la phagocytose et la production de FRO. Figure 
provenant de Jaumouillé et al.123  
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Après la pedestal phase vient la formation de la coupe phagocytaire. La tension surfacique 

à la synapse semble y jouer un rôle de coordinateur dans la mise en place de la réponse du 

macrophage122 (Figure 11). En effet dans un premier temps les pseudopodes se créent à la 

coupe et commence à englober la proie. Cependant rapidement la tension surfacique 

augmente et cela coïncide avec la disparition de l’actine à la coupe et à sa polymérisation au 

niveau des pseudopodes. Dans le même temps les rugosités qui se trouvent à la membrane 

du neutrophile et qui sont autant de réservoirs lipidiques, sont mobilisées afin d’augmenter 

la surface de la cellule tout en diminuant localement les tensions124. En plus du rôle de la 

tension surfacique, l’internalisation de la proie dépendrait de la répulsion mécanique entre le 

cytosquelette et la membrane plasmique libre et de l’attraction du cytosquelette par la 

membrane qui adhère à la proie. Le cytosquelette ferait pression sur la membrane libre 

jusqu’à ce qu’elle adhère à la proie faisant progresser la phagocytose. Une fois que la 

membrane adhère elle tire le cytosquelette vers la proie conduisant à un amincissement local 

de la cellule qui permettrait aussi l’avancée des pseudopodes. Ces interactions impliqueraient 

certaines myosines non conventionnelles qui doivent encore être identifiées125.  

Considérations biologiques 

Chaque type de FcγR favorise un processus biologique donné et est donc associé à une voie 

de signalisation particulière, le FcγRIIA favorise la phagocytose tandis que le FcγRIIIB favorise 

la formation de NET, l’activation des intégrines et dans une moindre mesure la 

phagocytose126,127.  

Cascade de signalisation dans les macrophages 

La phagocytose dépendante des récepteurs Fcγ est la plus étudié est donc la mieux 

comprise. Dans les macrophages, la cascade de signalisation conduisant à l’internalisation de 

la proie est connue et on la retrouve en détail dans la revue de Jaumouillé et al.123 (Figure 12). 

Le FcγRIIA contient dans sa partie cytoplasmique un motif ITAM dont deux tyrosines sont 

phosphorylées lors de son activation par une tyrosine kinase de la famille Src. Cela permet la 

fixation de la protéine Syk au motif ITAM par son domaine SH2. Celle-ci s’autophosphoryle et 

recrute la protéine adaptatrice LAT qui va permettre le recrutement du duo de protéines Grb2 

et Gab2.  Cette dernière protéine et Syk collaborent pour recruter une PI3 Kinase de classe I 

(particulièrement importante dans la phagocytose des particules de grandes tailles) tandis que 



 
 

 

 

Figure 13. Cascade de signalisation conduisant à la polymérisation de l’actine à la base de la coupe 

phagocytaire lors de la phagocytose dépendante des récepteurs Fcγ. L’activation des récepteurs Fcγ conduit à 

l’activation des voies Syk et PI(4,5)P2 qui permettent la nucléation de l’actine à la base de la coupe phagocytaire 

(encadrés verts). Les acteurs intervenant dans la dépolymérisation de l’actine à la coupe phagocytaire et lors de 

sa polymérisation dans les pseudopodes sont représentés dans les encadrés en rouge. Etant donné que dans un 

neutrophile on considère que la phase d’internalisation est un processus de l’ordre de la minute, c’est un 

phénomène extrêmement dynamique.   

 

 



 Première partie 19 

  

la collaboration entre les protéines Syk et LAT provoque le recrutement de la PLC-γ qui va 

former du DAG nécessaire au recrutement de la PKC-ε.  

L’actine est un acteur central de la phagocytose dépendante des récepteurs Fcγ. Le 

recrutement de la protéine SLP-76 par son domaine SH2 et de la protéine Fyb/SLAP conduit à 

l’accumulation de VASP une protéine régulatrice de l’actine. Plus important, la protéine 

adaptatrice Nck est recrutée et elle permet, de concert avec la protéine FBP17, le recrutement 

des protéines WASP et WIP et de la protéine Cdc42 à la coupe phagocytaire. L’activation de 

WASP dépendra de la présence de PI(4,5)P2 au phagosome ainsi que la présence de Cdc42 

sous sa forme active, forme active qui dépend elle aussi de la présence de PI(4,5)P2 au 

phagosome. L’activation de WASP conduit à celle d’Arp2/3 qui permet la nucléation de 

l’actine. Cependant de nouveaux résultats remettent en cause l’implication d’Arp2/3 lors de 

la phagocytose dépendante des immunoglobulines puisque chez des souris Arpc2-/- (codant 

pour une des sous-unités de Arp2/3) les macrophages présentent uniquement un défaut de 

phagocytose CR3 dépendante128. Cela laisse envisager l’implication d’autres mécanismes dans 

la nucléation de l’actine lors de la phagocytose dépendante des immunoglobulines, comme 

les formines dont l’implication a été montré lors de l’activation des récepteurs CR3129. Afin de 

permettre une polymérisation continue de l’actine il est nécessaire de pouvoir récupérer les 

monomères disponibles et de favoriser la création de nouveaux filaments dans les 

pseudopodes pour permettre l’internalisation des proies de grande taille. La dépolymérisation 

de l’actine à la base de la coupe phagocytaire permet cette récupération. Il y a d’abord un 

arrêt de la polymérisation de l’actine suite à la disparition du PI(4,5)P2 et à l’inactivation des 

petites protéines G Cdc42 et Rac. Cette dernière est due à l’activation de protéines GAP 

dépendante du PIP3. De plus la dépolymérisation de l’actine est favorisée par l’action de l’IP3 

qui permet le relargage du calcium contenu dans le réticulum endoplasmique. Ce calcium 

active la gelsoline, une protéine capable de dépolymériser l’actine. Une polymérisation de 

l’actine s’effectue alors dans les pseudopodes. L’interaction de la protéine VASP avec la 

profiline, favorise le recyclage des monomères d’actine libre tandis que la protéine CapG 

empêche l’incorporation de monomère d’actine sur l’extrémité plus des filaments déplaçant 

l’équilibre vers l’actine monomérique ce qui favorise la formation de nouveaux filaments. La 

cofiline contribue elle aussi à dépolymériser les filaments d’actine et favorise son recyclage130 

(Figure 13). Une autre famille de protéine importante dans la régulation de l’actine lors de la 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Schéma de la maturation du phagosome dans les macrophages Avant sa fermeture les endosomes 
de recyclage (ER) fusionnent avec le phagosome grâce à Arf6. Les endosomes précoces (EP) fusionnent avec le 
phagosome précoce apportant Vps34 qui est responsable de l’apparition du PI(3)P et Rab5. Grâce à Rab4 et 
Rab11 un trafic au départ du phagosome se met en place. Il permet le recyclage de certains composants comme 
le récepteur à la transferrine (RT). Lors de sa maturation tardive il y a un apport important en V-ATPase ce qui 
acidifie encore plus le phagosome La protéine Rab7 remplace Rab5 à la surface du phagosome. Sa présence 
permet la fusion des endosomes tardifs (ET). Dans le même temps se forment les intraluminal vesicles. Grâce au 
complexe SNARE syntaxine 7/ VAMP7, le lysosome fusionne donnant le phagolysosome. Il enrichit ainsi le 
phagosome en molécules aux propriétés biocides.  
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phagocytose est celle des myosines. Un défaut de myosine II est associé à une absence 

d’exclusion de la phosphatase CD45 de la synapse phagocytaire, la myosine Ig et X régulent 

l’action de la PI3 Kinase tandis que la myosine Ic pourrait être associée à la fermeture du 

phagosome123. Autre protéine qu’il est important de mentionner, la dynamine-2 est recrutée 

dès la formation de la coupe phagocytaire où elle est associée à l’actine et où elle contribue à 

son organisation. Son inhibition empêche la fermeture du phagosome131.     

De nombreuses petites protéines G comme Cdc42 sont impliquées dans la phagocytose. 

Pour être dans leur conformation active elles doivent être liées au GTP ce qui nécessite l’action 

de protéine de type GEF (Guanine Exchange Factor) peu identifiée dans le cadre de la 

phagocytose. La protéine RhoG active le complexe protéique Dock180-ELMO qui se comporte 

comme une protéine GEF pour les protéines Rac et plus particulièrement pour Rac2 qui 

contrairement à Rac1 est importante lors de la phagocytose dépendante des récepteurs Fcγ.    

Une revue de Flannagan et al. permet de documenter le processus de maturation du 

phagosome103. Grâce à la protéine Arf6 les endosomes de recyclage fusionnent avant la 

fermeture du phagosome, avec la coupe phagocytaire132. Dès sa fermeture, un trafic à 

destination et au départ du phagosome commence modifiant son contenu et sa composition. 

Après fermeture se sont les endosomes précoces qui fusionnent avec le phagosome grâce à 

la protéine Rab5. Ils apportent notamment la protéine Vps34 responsable de la formation du 

PI(3)P. Certains composants présents à la membrane du phagosome sont recyclés à la 

membrane plasmique (comme le récepteur de la transferrine) notamment grâce aux 

protéines Rab4 et Rab11. Lorsque le phagosome continue sa maturation mais qu’il n’est pas 

encore un phagolysosome, des vésicules dont le contenu ubiquitinylé est destiné à être 

dégradé, se forment dans le phagosome se sont les intraluminal vesicles (ILV) qui formeront 

les corps multivésiculaires. Dans sa phase de maturation tardive, le phagosome s’acidifie du 

fait de la présence de la V-ATPase. Il perd aussi la protéine Rab5 à sa surface et il devient positif 

pour la protéine Rab7 qui permet la fusion des endosomes tardifs puis celle du lysosome qui 

apportent les protéines LAMP1 et 2 nécessaires à l’acquisition de l’activité microbicide du 

phagosome. Le phagolysosome représente le phagosome mature (Figure 14). La fusion du 

phagosome et des lysosomes dépend du complexe SNARE syntaxine 7/VAMP7. Ce 

compartiment au pH acide (environ cinq) contient de nombreuses molécules aux propriétés 

biocides tels que les cathépsines, des hydrolases ou les FRO produits par la NADPH oxydase.  



 
 

 

 

Figure 15. Spécificité de la cascade de signalisation dans les neutrophiles lors de la phagocytose dépendante 
des récepteurs Fcγ. La différence majeure avec la signalisation dans les macrophages concerne la fusion des 
granules après relargage du calcium. Autre mécanisme moins documenté l’implication de la voie Raf-MEK-Erk 
bien que l’on ne sache pas l’action exacte de Erk car celui-ci reste dans le cytoplasme.  
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La phagocytose reste cependant un processus complexe et de nombreuses protéines 

retrouvées au phagosome et impliquées dans la phagocytose dépendante des récepteurs Fcγ 

dans les macrophages, ne sont pas citées ici133. Leurs rôles dans la phagocytose et la 

compréhension pleine et entière du mécanisme restent à établir. Pour complexifier la 

situation, des différences existent en fonction du récepteur impliqué (différentes voies de 

signalisation)129, de la taille de la proie (qui fait varier le taux de phagocytose)134 et 

évidemment du phagocyte (présentation des antigènes dans les cellules dendritiques).  

Cascade de signalisation dans les neutrophiles 

La cascade de signalisation suivant l’activation du FcγRIIA n’est pas aussi bien définie dans 

les neutrophiles que dans les macrophages. Mais les éléments qui ont été identifiés sont 

similaires à la signalisation présente dans les macrophages. Aussi ne sont ici présentées que 

les spécificités propres aux neutrophiles. Dans les neutrophiles lorsque la PLC-γ2135 et la PI3 

kinase de classe I sont activées, le diacylglycérol produit lors de l’hydrolyse du PI(4,5)P2 par la 

PLC-γ2 permet l’activation de la PKCδ qui va activer Raf-1136 puis MEK avant une 

phosphorylation de la protéine Erk dans le cytoplasme, qui ne gagne pas le noyau mais qui va 

activer la phagocytose137 selon un mécanisme inconnu.  

L’IP3 produit lors de la phagocytose va induire un premier signal calcique. Il se caractérise par 

le relargage dans le cytoplasme des ions calcium stockés dans le réticulum endoplasmique et 

par l’entrée de calcium extracellulaire. Dans les neutrophiles murins cette entrée de calcium 

va permettre l’activation de la gelsoline une protéine de capping de l’actine dépendante du 

calcium. Elle est importante pour l’adhésion et ingestion de la proie lors d’une phagocytose 

dépendante des récepteurs Fcγ mais elle n’affecte pas la fusion des granules où l’activité de 

la NADPH oxydase138. La brusque augmentation de la concentration calcique intracellulaire est 

nécessaire pour la fusion des granules avec le phagosome, chaque granule ayant un seuil 

minimal que doit atteindre la concentration calcique intracellulaire pour fusionner avec le 

phagosome139 (Figure 15). Plus les granules sont apparus tôt au cours de la différenciation de  
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la cellule et plus le seuil à atteindre pour la dégranulation sera élevé. Ainsi les vésicules 

sécrétoires fusionnent en premier alors que la concentration seuil de calcium la plus élevée 

est nécessaire pour la fusion des granules azurophiles. La fusion de ces granules nécessite 

même un second signal calcique dont l’origine reste à élucidé.  

La fusion des granules avec le phagosome débute avant sa fermeture, à sa coupe 

phagocytaire. Elle nécessite la dépolymérisation de l’actine à la coupe du phagosome et cette 

dépolymérisation est dépendante du calcium140. La fusion des granules implique des 

complexes SNARE141, la protéine SNAP-23 est particulièrement impliquée puisqu’elle 

intervient dans la fusion des granules spécifiques, à gélatinase et des vésicules sécrétoires142. 

La fusion des granules azurophiles est très polarisée grâce à la relocalisation du centre 

organisateur des microtubules près du phagosome143. Les microtubules participent aussi à 

l’exocytose des granules spécifiques mais leur exocytose est plus dispersée à la membrane 

conduisant à une recapture spécifique des protéines des granules qui se trouvent dans la 

membrane plasmique144. Cette fusion des granules apporte une grande quantité de protéines, 

d’une grande diversité ; seulement 14% sont directement des molécules impliquées dans la 

défense contre les pathogènes, les autres étant pour 10% d’entre elles des protéines 

mitochondriales, 14% sont des protéines impliquées dans la transduction du signal, autant 

sont attachées à la mobilité cellulaire et au cytosquelette et, pour ne citer que les fonctions 

les plus représentées, 11% sont des protéines du réticulum endoplasmique ou impliqué dans 

la maturation de ses vésicules145. Les granules spécifiques apportent une importante quantité 

de cytochrome b558, les constituants membranaires portant l’activité catalytique de la NADPH 

oxydase.  

Les mécanismes régissant la fermeture du phagosome des neutrophiles lors d’une 

phagocytose dépendante des récepteurs Fcy demeurent obscurs. Cependant il est possible 

d’extrapoler ce mécanisme à partir des données obtenues lors d’une phagocytose 

dépendante de iC3b dans les neutrophiles. Dans ce contexte, le PtdIns(3,4,5)P3 et le 

PtdIns(3,4)P2 sont nécessaires à la fermeture du phagosome. Ils pourraient jouer un rôle 

d’ancrage pour certaines protéines du cytosquelette comme la myosine X qui est capable 

grâce à son domaine PH de lier le PtdIns(3,4,5)P3
146 et qui contribuerait à la fermeture du 

phagosome.  
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Inhibition de la phagocytose 

Devant l’universalité du mécanisme et son efficacité il n’est pas étonnant d’observer qu’au 

cours de l’évolution, soit apparu chez certains pathogènes des facteurs de virulence leur 

permettant d’éviter la phagocytose. Par exemple, la fixation de la bactérie Yersinia 

enterocolitica au neutrophile provoque une diminution de la concentration en calcium 

intracellulaire permettant l’activation du système de sécrétion de la bactérie et l’introduction 

des protéines Yop dans le cytoplasme de la cellule. YopH évite toute augmentation du calcium 

tandis que YopE en inhibant la voie Rac entraîne la dépolymérisation de l’actine147. D’autres 

bactéries, les Group A Streptococci sont capable de retarder le recrutement des neutrophiles 

grâce à une C5a peptidase et de se prémunir de la phagocytose en sécrétant la protéine GAS 

Mac qui séquestre le complexe CR3-FcγRIIIB à la surface des neutrophiles diminuant le taux 

de phagocytose en présence d’opsonines147.  

Les stratégies d’évitement de la phagocytose développées par ces pathogènes leur 

permettent d’éviter la mise en place des deux principaux mécanismes biocide du neutrophile, 

la fusion des granules et de leur contenu avec le phagosome et l’activation de la NADPH 

oxydase. Cette enzyme productrice de FRO est intimement liée au processus de phagocytose 

puisque les petites protéines G précédemment citées (Cdc42 et Rac2) participent à son 

activation148.  

La NADPH oxydase 

La NADPH oxydase est une famille d’enzyme dont les premières formes seraient apparues 

il y a 3,5 à 4,1 milliards d’années149 soit bien avant la grande oxygénation. Cette famille 

regroupe sept membres (Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Nox5 et Duox1, Duox2) et est pratiquement 

présente dans tous les règnes du vivant puisqu’on la retrouve aussi bien dans des bactéries150, 

que dans des champignons151 ou dans des plantes. Ces enzymes participent à des processus 

très variés152 dont certains sont très spécialisés tel que la formation des otolithes dans l’oreille 

interne qui sont important pour l’équilibre (Nox3), la synthèse d’hormones thyroïdienne et la 

défense de l’épithélium pulmonaire (Duox).  

 

 



 
 

 

 

 

 

 
Figure 16. Schéma de l’organisation et du fonctionnement de la NADPH oxydase. Le complexe protéique 

comporte cinq sous-unités : deux sont membranaires (P22
phox

 et Nox2/gp91
phox

) et trois sont cytoplasmiques 

(p40
phox

, p47
phox

 et p67
phox

). Une petite protéine G (Rac2) est nécessaire à son fonctionnement. La protéine Nox2 

porte l’activité catalytique et transfert les électrons vers le dioxygène, la protéine p22
phox

 participe à sa 

stabilisation à la membrane. La protéine p67
phox

 est la protéine activatrice de Nox2 tandis que p40
phox

 et p47
phox

 

sont des sous-unités organisatrices. La phosphorylation de p47
phox

 permet d’ancrer les sous-unités 
cytoplasmiques aux sous-unités membranaires. Enfin la protéine Rac2 contribuent au changement 
conformationnel du complexe nécessaire à son activation. D’après Lambeth153.   
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L’enzyme historique de cette famille, Nox23c, est une enzyme centrale de la destruction des 

pathogènes par les neutrophiles. C’est un complexe multiprotéique composé de cinq sous-

unités principales, deux sont membranaires (Nox2 et p22phox) et forment le cytochrome b558 

et trois sont cytoplasmiques (p47phox, p40phox et p67phox). Elle catalyse avec son cofacteur le 

FAD l’oxydation du NADPH en NADP+ + H+ + 2e- et le transfert transmembranaire des électrons 

d’abord au premier hème de Nox2 (Em7=-225 mV) puis à son second (Em7=-265 mV) et enfin à 

deux molécules de dioxygène servant d’accepteurs qui forment alors l’anion 

superoxyde152 (Figure 16). Celui-ci va rapidement former par dismutation, du peroxyde 

d’hydrogène qui lui-même sera transformé, en présence d’ion chlorure par la 

myélopéroxydase, en acide hypochloreux ou qui formera en présence de fer le radical 

hydroxyle (Réaction de Fenton). Parmi ces espèces hautement réactives, le peroxyde 

d’hydrogène est capable de diffuser à travers les membranes et d’activer de nombreuses voies 

de signalisation notamment en oxydant des cystéines154.  

Les sous-unités membranaires 

La protéine Nox2 est une protéine de cinq cent soixante-dix acides aminés dont la forme 

immature fait soixante-cinq kilo Dalton. La structure de la protéine Nox2, n’est pas encore 

déterminée cependant de multiples travaux permettent d’approcher finement son 

organisation155,156. Elle se compose de deux grandes parties. La première partie correspond 

au N-terminal (cytoplasmique155) et aux six hélices transmembranaires  reliées entre elles par 

des boucles A, C, E dans leur partie externe et B,D dans leur portion cytoplasmique. La seconde 

partie est intégralement cytoplasmique. Elle contient les sites de fixation du FAD et du NADPH, 

le site du NADPH étant masqué par une boucle de vingt acides aminés tant que l’enzyme reste 

inactive157. Son homologue Nox5 a été récemment cristallisé158 nous permettant d’affiner 

notre représentation de Nox2 mais le fait qu’il soit son homologue le plus éloigné 

phylogénétiquement (identité de 27%)159 incite à une certaine prudence. Cela est d’autant 

plus vrai que la protéine Nox5 cristallisé n’a que 50% d’identité avec la protéine Nox5 humaine 

(car elle provient de Cylindrospermum stagnale). De très nombreux résidus et possiblement 

des résidus importants doivent donc différer entre la protéine Nox2 humaine et la protéine 

Nox5 cristallisée.  

 
c La sous-unité catalytique a donné son nom au membre de la famille NADPH oxydase correspondant. Ainsi 
Nox2 correspond à la NADPH oxydase présente dans les neutrophiles mais aussi à sa sous-unité catalytique.  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 17. Structure tridimensionnelle supposée de la protéine Nox2. Le N-terminal et le C-terminal de la 

protéine se situe dans le cytoplasme. La protéine se compose de six segments transmembranaires qui sont 

spatialement dans des plans différents puisque les hèmes sont maintenues par des histidines situées sur les 

segments trois et cinq. Il n’y a qu’un site de fixation du FAD et du NADPH mais ils occupent plusieurs 

emplacement dans la séquence. L’encadré rouge correspond à la séquence reconnue par l’anticorps anti-Nox2 

utilisé dans notre étude. D’après Campion et al.156   
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Les deux hèmes permettant le transfert d’électrons se lient aux histidines 101 et 209 

(premier hème) et 115 et 222 (second hème) de la protéine Nox2 (Figure 17). L’ajout des 

hèmes est nécessaire à la correcte expression de la protéine comme le montre la mutation 

des histidines impliquées dans la liaison des hèmes qui entraîne une absence de Nox2 à la 

membrane, une absence de la forme mature de quatre-vingt-onze kilo Dalton dans les 

cellules160 et même une absence d’interaction de la protéine Nox2 avec la protéine p22phox. 

Cette introduction des hèmes dans la protéine se fait dans le réticulum endoplasmique en 

parallèle de la formation de l’hétérodimère entre les protéines p22phox et la protéine 

Nox2161,162 : le cytochrome b558. L’interaction entre les protéines p22phox et Nox2 est mal 

connue mais elle impliquerait le tryptophane 18 (premier segment transmembranaire), la 

glutamine 309, l’isoleucine 325 et la glycine 389 de la protéine Nox2163. L’absence de p22phox 

entraîne elle aussi une séquestration de Nox2 dans le réticulum endoplasmique des 

neutrophiles avant sa dégradation par le protéasome152.  

Durant son processus de maturation, la protéine passe du réticulum endoplasmique vers 

le Golgi grâce à la formation de cargo containing coat protein complex II et à l’action de la voie 

Sar1/Syntaxine 5 164. Dans l’appareil de Golgi sont ajoutées trois glycosylations sur les 

asparagines 131, 148 et 239 situées dans des séquences consensus (Asn-X-Ser/Thr), la 

protéine atteignant alors un poids total de quatre-vingt-onze kilo Dalton. Ces modifications 

post-traductionnelles sont nécessaires à sa stabilité et à son adressage à la membrane. 

 Adressage des sous-unités membranaires et protéines impliquées dans leur recrutement 

au phagosome 

Au repos le cytochrome b558 se situe majoritairement dans les granules spécifiques, dans 

les vésicules sécrétoires et en faible proportion à la membrane plasmique165 ainsi que dans les 

endosomes166. C’est la fusion de ces granules dès les étapes précoces de la phagocytose qui 

permet l’augmentation de la quantité de cytochrome b558 à la membrane du phagosome, 

l’inhibition de cette fusion entraînant une perte de la production de FRO de 60%142. Dans les 

macrophages possédant un phagosome contenant le ligand de TLR2, la protéine Rubicon 

habituellement impliquée dans l’autophagie, agit sur le recrutement de la protéine p22phox au 

phagosome167.  

 



 
 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 18. Interaction de différents acteurs de la phagocytose avec les domaines de la protéine IQGAP1. La 
protéine se compose d’un domaine d’homologie à la calponine (CHD) liant l’actine, d’un domaine poly-proline 
(WW), d’un motif IQ, d’un Ras GTPase-activating protein related domain (GRD) qui permet la fixation de Rac et 
Cdc42 et d’un domaine RasGAP_C terminus (RGCT) où se fixe le PtdIns(4,5)P2. Modifié à partir de Brown et al.168  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19. Protéines et phospholipides connus pour être impliqués dans la phagocytose, dans le macrophage, 
et dont l’interaction avec la protéine IQGAP1 a été montrée. L’interaction de la protéine IQGAP1 avec toutes 
les protéines en couleurs a été mise en évidence. Les encadrés verts représentent les constituants cellulaires 
ayant aussi un lien avec l’activation de la NADPH oxydase. Modifié à partir de Jaumouillé et al. 123  
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Quid de la protéine IQGAP1 

La protéine IQGAP1 est une protéine possiblement importante pour le trafic de la protéine 

Nox2. C’est une protéine d’échafaudage, très conservée chez les eucaryotes, impliquée dans 

de nombreux processus de signalisation, d’interaction protéique et particulièrement dans 

l’organisation du cytosquelette. Elle se compose d’un domaine d’homologie à la calponine, 

d’un domaine poly-proline, d’un motif IQ, d’un Ras GTPase-activating protein related domain 

et d’un domaine RasGAP_C terminus168 (Figure 18). En tant que protéine échafaudage, 

maintes protéines et constituants cellulaires ont été décrits comme interagissant avec elle 

168,169,170,171. Parmi eux se trouvent l’actine et la protéine Arp2/3 impliquées dans la formation 

des pseudopodes du phagosome, les PI(3,4,5)P3 et PI(4,5)P2 que l’on retrouve au phagosome 

dans les étapes précoces de sa maturation, la protéine VASP et les petites protéines G Cdc42 

et Rac2 nécessaire au fonctionnement de la NADPH oxydase dans les neutrophiles (Figure 19). 

L’implication de la protéine IQGAP1 lors de la phagocytose a été démontrée dans les 

macrophages murins où la présence de cette protéine échafaudage est nécessaire à la 

phagocytose172,173. Dans les neutrophiles, son association au phagosome et aux granules à 

gélatinase a été observée174.  

Son association avec la protéine Nox2 s’avère déterminante pour la mobilité de cette 

dernière dans les cellules endothéliales175 laissant imaginer qu’il en va de même dans les 

neutrophiles. De plus des stratégies sont apparus chez certains pathogènes pour détourner 

son utilisation et notamment chez Salmonella enterica du sérotype Typhimurium qui produit 

grâce à son îlot de pathogénicité 2 une protéine SseI qui s’associe à la protéine IQGAP1176.  Or 

dans les macrophages, les phagosomes contenant cette bactérie présentent moins de 

cytochrome b558 à leur membrane177. La protéine IQGAP1 pourrait donc être impliquée dans 

la mobilité de Nox2 au sein des neutrophiles.  

Les sous-unités cytosoliques 

Les sous-unités cytoplasmiques sont directement produites dans le cytoplasme. La 

protéine organisatrice de cette fraction cytoplasmique celle qui, une fois active, entraine les 

autres sous-unités auprès du cytochrome b558, est la sous-unité p47phox. Cette protéine de trois 

cent quatre-vingt-dix acides aminés se compose d’un domaine phagocyte oxidase (PX), de 

deux domaines SH3 et d’un proline rich domain (PRR). Dans sa configuration inactive, les deux 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 20. Interaction des sous-unités cytoplasmique de la NADPH oxydase dans les neutrophiles. La sous-unité 
p67phox est la sous-unité catalytique. Elle interagit avec la protéineNox2 grâce à son activator domain. Elle 
interagit aussi avec sa protéine activatrice Rac grâce à ses motifs TPR. Les protéines p47phox (grâce à ses domaines 
SH3 et PX) et p40phox (grâce à son domaine PX) servent de protéines organisatrices participant à la stabilité de la 
forme assemblée de la NADPH oxydase en liant la protéine p22phox et les lipides membranaires. Figure provenant 
de Sumimoto et al. 178  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 21. Interaction des sous-unités cytoplasmique dans leur configuration inactive. En gris se trouve p67phox, 
en orange p40phox et en rouge p47phox.  Les sous-unités cytoplasmiques interagissent entre elles grâce aux 
interactions entre PRR et le domaine SH3 (p47phox et p67phox) ou entre PB1 et PB1 (p67phox et p40phox). C’est 
l’interaction du domaine AIR avec les domaines SH3 de p47phox et de son domaine PX avec le domaine SH3 qui 
empêchent l’activation et la translocation du complexe à la membrane. Modèle obtenu par FRET et par analyse 
de données de SAXS. Figure provenant de Ziegler et al.179 
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domaines SH3 de p47phox sont liés à la région auto-inhibitrice de la protéine située dans sa 

partie C-terminal tandis que le domaine PX, qui possède deux sites de fixation pour des 

phospholipides anioniques, est lui aussi dans une configuration inactive par une liaison avec 

l’un des domaines SH3153. Le PRR de p47phox est lié au domaine SH3 de p67phox permettant la 

liaison des deux protéines. La protéine p67phox est la partie cytoplasmique activatrice180. Elle 

se compose de quatre motifs TPR dans sa partie N-terminale qui vont lier Rac2, d’un domaine 

activateur liant Nox2, d’une région riche en proline et dans sa partie C-terminale de deux 

domaines SH3 entrecoupé par un domaine PB1153. Le domaine PB1 interagit avec celui de 

p40phox pour lier les trois sous-unités ensemble152,179. La dernière sous-unité du trimère, 

p40phox contient un domaine PX qui ne possède qu’un site de liaison des phospholipides avec 

une forte affinité pour le PI(3)P167. Elle dispose aussi d’un domaine SH3 et d’un domaine PB1 

qui, dans la configuration inactive de l’enzyme, serait lié à la fois au domaine PB1 de p67phox 

et à son domaine PX (Figure 20 & Figure 21).  

Activation et dynamique du complexe 

L’activation du complexe peut se faire à la membrane plasmique ou au phagosome. Elle 

résulte d’au moins quatre étapes plus ou moins intriquées : la phosphorylation de certaines 

protéines, la translocation du complexe cytoplasmique à la membrane, l’échange de 

nucléotide associé à la protéine Rac et la synthèse de certains lipides.   

 

La phosphorylation clef permettant le changement de conformation du complexe 

cytosolique (d’une configuration inactive vers une configuration active) lors de la phagocytose 

est inconnue mais lors du priming des cellules avec du TNF-α ou du GM-CSF il s’agit de la 

phosphorylation de la sérine 345 de p47phox. Cette première phosphorylation favorise celle de 

plusieurs des huit autres sites lors d’une seconde stimulation du neutrophile permettant une 

fine régulation de l’activation de la NADPH oxydase33. On peut formuler l’hypothèse qu’une 

fois le complexe cytoplasmique dans sa conformation active, p47phox va fixer l’actine181 

probablement grâce à l’interaction de son domaine PX avec la moésine182 permettant la 

présence des sous-unités cytoplasmique à la membrane dès la formation de la coupe 

phagocytaire183. Une fois à la membrane, le conformation active du complexe permet : la 

fixation des deux domaines SH3 de la protéine p47phox sur la région riche en proline de p22phox, 

interaction qui est importante pour la translocation des sous-unités cytoplasmique184 et pour 



 
 

 

 
Figure 22. Modèle d’activation de la NADPH oxydase au phagosome dans les neutrophiles. Les sous-unités 

cytoplasmiques sont liées entre elles dans une configuration inactive. La phosphorylation de p47
phox

 permet un 

changement conformationnel et la translocation du complexe à la membrane. Celui-ci s’associe avec les sous-

unités membranaires grâce à la fixation de p47
phox

 sur la protéine p22
phox

. La protéine p47
phox

 lie aussi des 

phospholipides anioniques (PI(3,4)P2, phosphatidylsérine et acide phosphatidique). L’activité catalytique du 

complexe nécessite aussi la fixation de la protéine Rac2 GTP qui entraine un changement de conformation de la 

protéine p67
phox

. Après quelques minutes, Rac2 et p47
phox

 se détachent et c’est la fixation de p40
phox

 sur le PI(3)P 

qui permet la continuité de la production de FRO. Figure provenant de Faure et al. 185  
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l’activité catalytique du complexe186 ; la fixation du domaine PX de p47phox qui se lierait à 

certains phospholipides anioniques (PtdIns(3,4)P2, acide phosphatidique et 

phosphatidylsérine)178 ce qui permettrait la stabilisation des sous-unités cytoplasmiques à la 

membrane. De plus l’activité du complexe est régulée par des phosphorylations des sous-

unités membranaires qui vont moduler l’activité de Nox2 dans les neutrophiles humains187. 

Parallèlement dans les neutrophiles la protéine Rac2 se dissocie de la protéine Rho GDP 

dissociation Inhibitor (sa protéine inhibitrice) et un échange du nucléotide associé à Rac, du 

GDP vers le GTP va s’opérer avec l’aide d’une protéine Guanine exchange Factor. Sous sa 

forme active lié au GTP, Rac2 interagit avec p67phox et cette interaction provoque un 

changement de conformation de p67phox qui lui permet d’activer Nox2 et la production de 

FRO. Cependant les protéines p47phox et Rac2 ne restent que transitoirement au phagosome185 

et lorsque la composition lipidique du phagosome évolue, que le PtdIns(3,4)P2/ PtdIns(3,4,5)P3 

disparait faisant place aux PtdIns(3)P, la fixation de p40phox par son domaine PX à ces lipides 

permet à p67phox d’interagir avec le cytochrome b558 pour maintenir la production de FRO188 

(Figure 22). 

NADPH oxydase et phagosome 

La consommation de proton pour produire le peroxyde d’hydrogène à partir de l’anion 

superoxyde produit par la NADPH oxydase devrait conduire à une alcalinisation du phagosome 

dans les neutrophiles mais son pH, bien qu’encore débattu, semble rester neutre et ce grâce 

à un canal à proton189 dont la perméabilité augmente lorsque la NADPH oxydase est active. Il 

n’y a pas non plus d’acidification du phagosome car l’activation de la NADPH oxydase entraine 

une diminution de la présence de la V-ATPase au phagosome190. Cela apparait contre intuitif 

au regard du pH optimal de fonctionnement des protéases mais leurs activité biocide repose 

aussi sur des interactions électrostatiques qui ne nécessite pas une activité de l’enzyme108. S’il 

n’y a pas de variation du pH au phagosome, il y a probablement en revanche une acidification 

du cytoplasme due à l’oxydation du NADPH comme c’est le cas lors d’une stimulation des 

neutrophiles par des phorbol ester191. Dans les macrophages en revanche il y a rapidement 

une acidification du phagosome, son pH atteignant moins de cinq après dix minutes167.  

L’activité de ce complexe protéique au phagosome est régulée par la concentration 

calcique. Les partenaires STIM1 et Orai1 promeuvent le recrutement au phagosome de 

l’hétérodimère S100A8/A9 qui se fixe sur le cytochrome b558 et interagit avec la protéine  



 
 

 

Figure 23. Schéma des mécanismes régulant l’activité de la NADPH oxydase au phagosome dans les  
neutrophiles. Le calcium (relargué grâce à STIM1/Orai1) favorise l’activité de la NADPH oxydase grâce aux 
protéines S100A8/9. Il en va de même avec l’inhibition du canal CFTR, probablement grâce à une modification 
du potentiel de membrane. Cependant cela réduit l’activité biocide du phagosome (du fait de la diminution de 
la quantité d’acide hypochloreux). En modulant les phosphorylations des sous-unités cytoplasmiques du 

complexe, K
+
/Cl

-
 KCC3 favorise l’activité de la NADPH oxydase bien que les mécanismes exacts restent encore 

inconnus.  
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p67phox. En conséquence le complexe NADPH oxydase passe dans une conformation 

pleinement ouverte192 et son activité augmente augmente167,193. L’activité du transporteur 

d’ion chlore, CFTR, est un autre régulateur de l’activité de la NADPH oxydase au phagosome 

son inhibition provoquant une augmentation de l’activité de l’enzyme possiblement par une 

modification du potentiel de membrane au phagosome167. Dans la même revue Nunes et al.167 

expliquent que le co-transporteur K+/Cl- KCC3 est capable de moduler les phosphorylations et 

le recrutement des sous-unités de la NADPH oxydase par un mécanisme qui reste à identifier 

(Figure 23).  

Les pathologies liées à une absence/diminution de la production de FRO 

Les défauts de production de FRO par la NADPH oxydase dans les neutrophiles entrainent 

une pathologie, la granulomatose septique chronique caractérisée par des infections répétées 

par certaines bactéries et par des champignons. De plus une fraction importante de ces 

malades souffre souvent de maladies inflammatoires intestinales proche de la maladie de 

Crohn ou plus rarement d’arthrite, de gingivite, d’uvéite, de glomérulonéphrite voir même de 

lupus érythémateux194. Malgré un traitement prophylactique, l’espérance de vie de ces 

patients est moindre du fait des complications inflammatoires195 et à ce jour les remèdes 

efficaces sont la thérapie génique196 ou la greffe de moelle osseuse. Ce défaut de production 

de FRO est dû à une mutation dans l’une des sous-unités de la NADPH oxydase et bien que 

chacune d’entre elles peuvent être concernées, 75% des cas concerne Nox2197 (en raison de 

sa présence sur le chromosome X), 25% des patients possède une mutation dans p47phox 197, 

tandis qu’à ce jour un seul patient identifié souffre de cette maladie suite à une mutation dans 

p40phox 198. Récemment vingt-quatre patients possédant une mutation dans p40phox ont été 

identifiés comme souffrant d’une forme atypique de granulomatose septique chronique 

puisqu’ils présentent une hyperinflammation et des infections périphériques mais pas 

d’infections bactériennes ou fongiques comme chez les patients souffrant de la forme 

classique de granulomatose septique chronique199. Une absence de glucose-6-phosphate 

déshydrogénase peut aussi conduire à une absence de production de FRO car cette enzyme 

est nécessaire à la formation du NADPH à partir du NADP+ 200.  
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Inhibition de la production de FRO au phagosome par les pathogènes 

Ces maladies montrent l’importance des FRO dans la défense de l’organisme il n’est donc 

là encore pas surprenant de constater qu’au cours de l’évolution certains pathogènes, parmi 

lesquels Bacillus anthracis (anthrax) ou Yersinia pestis (Peste Noire)201, ont trouvé des 

stratégies afin de détourner ou d’inhiber cette production de FRO. La bactérie Helicobacter 

pylori, dont la prévalence atteint 50% chez les individus de plus de cinquante ans et dont la 

présence est associée aux ulcères, est soupçonnée de favoriser les cancers de l’estomac202. 

Elle est capable d’échapper à l’opsonisation et de provoquer par la suite sa propre 

phagocytose par la voie des lectines. En influant sur la composition lipidique du phagosome 

naissant elle arrive dans un premier temps à ralentir la formation des pseudopodes puis dans 

les neutrophiles à retarder la phagocytose. De plus elle empêche l’adressage de la NADPH 

oxydase au phagosome et celle-ci se retrouve assemblée à la membrane plasmique. L’absence 

de marqueur des granules spécifiques au phagosome pourrait indiquer que le pathogène 

détourne leurs adressage203. La bactérie Francisella tularensis a pour particularité de pouvoir 

entraîner une tularémie après l’inoculation de seulement 10 individus et d’être mortelle dans 

30% des cas ce qui en fait une potentielle arme bactériologique204. Contrairement à 

Helicobacter l’opsonisation de la bactérie est nécessaire à son entrée dans les neutrophiles 

puisque la phagocytose est ici dépendante du récepteur du complément. Mais cette fois 

encore, il n’y a pas de production de FRO dans le phagosome car elle empêche l’assemblage 

de la NADPH oxydase. Elle finit ensuite par rompre le phagosome et rester dans le cytoplasme 

du neutrophile205. 
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3. 

Objectifs de l’étude 

 

Quel modèle pour étudier la protéine Nox2 dans les neutrophiles ?  

Les PLB-985, la référence 

La courte durée de vie des neutrophiles et l’impossibilité de travailler avec des cultures 

primaires, rend leur étude délicate. En effet jusqu’à récemment les neutrophiles ne pouvaient 

être conservés plus de vingt-quatre heures après leur prélèvement. Une nouvelle approche 

basée sur leur culture en conditions anoxique et en présence de dimethyloxalylglycine 

rallongent leur viabilité in vitro autorisant leur conservation et leur utilisation pendant 

quarante-huit à soixante-douze heures206. De surcroît les neutrophiles supportent mal la 

transfection compliquant encore leur étude. Là encore de nouveaux protocoles semblent 

résoudre partiellement le problème206,111 mais la transfection des neutrophiles différenciés ne 

permet pas le marquage des granules par des protéines fluorescentes. Devant ces obstacles 

de nombreux modèles ont émergé ou ont été essayés. Des hétérocaryons à partir de 

neutrophiles murins et de fibroblastes ont été réalisés mais l’absence de réplication de l’ADN 

provenant du neutrophile, complique leur immortalisation par ce procédé207. Plus récemment 

des cellules progénitrices murines, capable de se différencier normalement en neutrophile ou 

en macrophage, ont été immortalisées avec l’oncoprotéine Hoxb8208. Du fait du dilemme 

éthique posé par l’introduction d’une oncoprotéine dans le génome de cellule humaine saine, 

les deux principaux modèles utilisés (HL-60 et PLB-985) sont des lignées provenant de patients 

atteint de leucémie209. Cependant la validation du modèle HL-60/PBL-985 neutrophil like a 

montré que l’utilisation de ces cellules est plus pertinente que celle des neutrophiles murins 

car leur expression génique est plus proche de celle des neutrophiles humains210. D’autres 

études génétiques ont mises en évidences que les cellules PLB-985 ne sont en réalité que des 

cellules HL-60211 présentant des différences dans l’expression de certains gènes210. Si leur 

simplicité de culture, de différenciation, de transfection212 et leur similarité avec les 

neutrophiles ont assis leur notoriété, seul la différenciation pratiqué par Pedruzzi et al. a réussi 

à mettre en évidence des granules autres que les granules azurophiles213. Concernant leur  
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phénotype, la morphologie de leur noyau ; leur absence de granules spécifiques, d’exocytose 

des granules à gélatinase et des vésicules sécrétoires leur confère un phénotype similaire à 

celui des métamyélocytes ou des band cells214. 

Ces défauts motivent actuellement le développement de nouveaux modèles à partir d’une 

technologie prometteuse, les induced pluripotent stem cells. Les premiers neutrophiles 

obtenus à partir de cette technique permettent d’envisager l’obtention à moyen terme de 

neutrophiles similaires à ceux provenant des prélèvements sanguins215,216 et pouvant servir 

de modèle dans des pathologies rares pour lesquels il est difficile de trouver des donneurs217. 

Cependant des problèmes subsistent encore et devront d’abord être réglés avant de devenir 

le modèle de référence. Ainsi l’insertion du vecteur permettant la reprogrammation des 

cellules est susceptible d’induire des modifications génétiques importantes tout comme le 

processus de reprogrammation lui-même qui conduit après quelques générations à 

l’obtention d’anomalies génétiques qui s’additionnent aux anomalies épigénétiques218. En 

attendant l’utilisation des PLB-985 reste privilégiée d’autant que leurs capacités de 

phagocytose214, de production de cytokines et d’expression des marqueurs membranaires212 

sont similaires à celles des neutrophiles. L’opportunité qu’ils représentaient en termes de 

compréhension des neutrophiles a conduit au développement d’un modèle PLB-985 mimant 

les neutrophiles de patients souffrant de granulomatose septique chronique219.  

Création des PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 

L’absence d’alternative crédible aux cellules PLB-985 en fit aussi le modèle pour l’étude de 

la NADPH oxydase dans les neutrophiles. L’une des questions qui se posa alors était le suivi au 

cours du temps de la NADPH oxydase dans la cellule pour étudier sa dynamique et son 

assemblage. Dans un premier temps, par recombinaison homologue à partir de PLB-985 

Nox2+/0 une variante sans la protéine Nox2 endogène fut créé : PLB-985 Nox2 -/0 (PLB-985 KO) 

219.  

Plusieurs constructions ont été réalisées fusionnant une protéine fluorescente avec l’une 

des sous-unités membranaires de Nox2, la difficulté étant de maintenir la production de FRO 

malgré l’ajout de la protéine fluorescente. L’ajout d’une protéine fluorescente en C-terminal 

de p22phox n’a aucun effet sur la production de FRO, contrairement à un tel ajout en C-terminal  
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de Nox2220. Dès l’année suivante Murillo et al. expriment dans des fibroblastes une 

construction codant pour une protéine fusion où la protéine GFP se situe en N-terminal de 

Nox2221. En reprenant cette construction, en l’introduisant dans un vecteur retroviral et en 

introduisant ce vecteur rétroviral dans les cellules PLB-985 X-CGD van Manen et al. arrivent à 

obtenir des cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 qui  l’expriment de manière stable222 ouvrant la 

porte à des études de FRET entre les différentes sous-unités du complexe mais aussi au suivi 

en microscopie de la protéine Nox2 lors de la phagocytose.  

Objectifs de l’étude  

 La force du neutrophile réside dans sa capacité à produire rapidement des FRO ce qui 

lui permet d’éliminer des pathogènes qui sont autrement résistant à la phagocytose. Cela se 

matérialise par la présence de la NADPH oxydase dès la formation de la coupe du phagosome 

et par l’action de certains pathogènes qui, comme on l’a vu, sont capables de détourner son 

assemblage ou d’inhiber son activation.  

Le but de ce travail était d’étudier les mécanismes responsables de la dynamique de la 

protéine Nox2 lors de la phagocytose. Pour cela il fallut d’abord caractériser le modèle que 

représentent les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2. Grâce à la protéine GFP on a pu par la suite 

suivre en microscopie la protéine Nox2 au cours de la phagocytose.  

Puisque ces cellules n’ont pas de granules spécifiques, à gélatinases ou des vésicules 

sécrétoires, la seconde partie de ce travail a consisté à déterminer les structures contenant 

les protéines GFP-Nox2 dans nos cellules. Il a fallu regarder la localisation de la protéine GFP-

Nox2 par rapport aux endosomes car dans les macrophages l’importance des endosomes dans 

la maturation du phagosome et dans l’apport de Nox2 est bien documentée223 et que dans les 

neutrophiles les marqueurs des endosomes sont associés aux granules à gélatinase puis au 

phagosome174,12.  

Une fois les structures contenant la protéine GFP-Nox2 identifiées deux objectifs se 

dessinèrent : savoir si ces structures contribuent à l’apport de la protéine GFP-Nox2 au 

phagosome et tester l’hypothèse qu’il y a une accumulation de la protéine GFP-Nox2 à la 

membrane plasmique avant la fermeture du phagosome. En effet à la synapse immunologique 

il y a un recyclage polarisé des TCR vers la synapse224, des mouvements actifs de LFA-1 vers la  
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synapse225 et une sécrétion polarisée de protéines nouvellement formées226. La synapse 

immunologique partageant de nombreuses similarités avec la synapse phagocytaire227 

l’hypothèse a été faite que la protéine Nox2 pourrait s’accumuler à la synapse phagocytaire, 

là où se forme le phagosome, grâce à de tels mécanismes.   

La suite du projet chercha à déterminer si la protéine IQGAP1 est impliquée dans le trafic 

de la protéine Nox2 au phagosome. Comme évoqué précédemment Salmonella entrica du 

sérotype Typhimurium diminue la quantité de cytochrome b558 à la membrane du phagosome 

dans les macrophages grâce à son îlot de pathogénicité 2177. Or cet îlot code pour une protéine 

SseI qui utilise la protéine IQGAP1176, qui est elle-même nécessaire aux mouvements de la 

protéine Nox2 dans la membrane des cellules endothéliales175 et que l’on retrouve associé 

aux granules à gélatinase et au phagosome après leurs fusion174. La protéine IQGAP1 pourrait 

donc être impliquée dans la mobilité de Nox2 au sein des neutrophiles.  

Le dernier point abordé dans ce travail concerne l’organisation moléculaire de la protéine 

Nox2. Les protéines tels que le TCR à la synapse immunologique ou les récepteurs Fcγ à la 

synapse phagocytaire s’organisent en microclusters228 et de précédents travaux ont montré 

que la protéine Nox2 avait tendance à former des clusters à la membrane plasmique après 

stimulation par le PMA229. L’idée était donc de savoir si la protéine Nox2 présentait une 

organisation particulière et de comparer cette organisation dans différentes conditions.     
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Figure 24. Expression de la protéine GFP-Nox2 dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2. (A) Schéma de la 

construction codant pour la protéine Nox2 marquée par la protéine GFP. (B) Les extraits membranaires sont 

réalisés cinq ou six jours après la différenciation et les résultats sont obtenus par Western-blot en utilisant un 

anticorps monoclonal anti-Nox2 (54.1) ou un anticorps monoclonal anti-GFP. Les flèches indiquent où se situe la 

protéine dans chacune des conditions. Les extraits membranaires provenant des cellules PLB-985 WT et des 

neutrophiles humains servent de contrôle. n=2 extractions de protéines indépendantes. 
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1. 

Caractérisation des cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 

 

Avant d’étudier la question de la mobilité de la protéine Nox2 au cours de la phagocytose, 

il fallait tout d’abord caractériser les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2. Elles devaient nous 

permettre, grâce la protéine GFP, de suivre la protéine Nox2 dans les cellules. Pour ce faire 

deux types d’analyses ont été réalisées. Une première analyse s’est concentrée sur 

l’expression et la localisation de la protéine GFP-Nox2 tandis qu’une seconde analyse a permis 

d’étudier les propriétés fonctionnelles de la protéine.  

Expression de la protéine GFP-Nox2  

Détection des protéines GFP-Nox2 

Les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 expriment une protéine Nox2 comprenant en N-

terminal une chaîne de onze acides aminés (SGLRSRAQASA) précédée de la protéine GFP 

placée sous le contrôle du promoteur CMV (Figure 24A).  

L’isolement des membranes cellulaires se fait par ultracentrifugation des cellules PLB-985 

WT, des cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 ou des neutrophiles humains. Grâce au dosage des 

protéines on dépose la même quantité d’échantillon dans chacun des puits du gel de 

polyacrylamide permettant la séparation des protéines contenues dans les préparations 

membranaires. Avec un anticorps dirigé contre la protéine Nox2 on observe la présence, dans 

les cellules X-CGD GFP-Nox2, d’une bande diffuse aux alentours de 130 kilos Dalton (kDa) ce 

qui correspond à la masse théorique de la protéine GFP-Nox2. En effet, la taille de la protéine 

de fusion devrait correspondre à la somme de la masse de la protéine Nox2 (91 kDa) plus celle 

de la protéine GFP (27 kDa) soit environ 120 kDa. Le fait que cette bande soit diffuse est dû 

aux glycosylations présentes sur la protéine. Dans les préparations provenant des cellules PLB-

985 WT cette bande diffuse est plus basse, sa masse se situant à 95 kDa la masse de la protéine 

Nox2 seule. Enfin les préparations obtenues à partir des neutrophiles humains présentent un 

profil similaire à celui des PLB-985 WT mais avec une bande de plus forte intensité (Figure 

24B).   

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25. Hétérogénéité de l’expression de la protéine GFP-Nox2 et sa répartition dans les cellules. (A) 
L’expression de la protéine GFP-Nox2 dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 a été vérifiée en cytométrie en 

flux (ligne verte). Des cellules PLB-985 WT (ligne jaune) et des cellules PLB-985 Nox2
 -/0

 (ligne bleue) ont servi de 
contrôle. Les panels (B) et (C) sont des images de microscopie confocale, l’échelle représente cinq micromètres. 
(B) Dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2, la protéine Nox2 se localise à la membrane plasmique et dans des 
vésicules cytoplasmiques lorsque les cellules sont non stimulées. (C) Après cinq minutes de phagocytose en 
présence de particules de zymosane opsonisées avec du sérum humain complet et marqué par de l’Alexa 405 
(ZO A405), la protéine Nox2 se retrouve à la membrane du phagosome et à la membrane plasmique (flèche 
blanche). Dans le phagosome du haut, le ZO n’est pas visible car il n’est pas dans le même plan que l’image prise. 
Les étoiles blanches indiquent la localisation des phagosomes. Epaisseur de la coupe optique (Z), 584 nm. 
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Les résultats obtenus avec un anticorps dirigé contre la protéine GFP corroborent ceux 

obtenus avec un anticorps dirigé contre la protéine Nox2. On obtient toujours une bande aux 

alentours de 130 kDa avec les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 mais il n’y a pas de bande 

visible avec les cellules PLB-985 WT et les polynucléaires neutrophiles. L’absence d’une bande 

de 30 kDa dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 indique que la GFP ne se présente pas 

sous forme libre dans les cellules. 

Homogénéité de l’expression de la protéine GFP-Nox2 au sein d’une population 

L’homogénéité de l’expression de la protéine GFP-Nox2 au sein des cellules PLB-985 X-CGD 

GFP-Nox2 a été évaluée par cytométrie en flux ; l’auto-fluorescence des cellules PLB-985 WT 

(jaune) et des cellules PLB-985 Nox2 -/0 (bleu) servant de référence. Le profil de fluorescence 

des cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 (vert) montre deux populations distinctes de cellules 

exprimant la protéine d’intérêt avec une différence d’intensité de fluorescence d’un log entre 

les deux (Figure 25A). Ces populations apparaissent dès la décongélation des cellules et se 

maintiennent tout au long de leur culture. Elles pourraient être due à l’impossibilité d’isoler 

individuellement ces cellules conduisant, après la transfection permettant l’insertion de la 

construction, à l’obtention de différents clones cellulaires contenant le gène à différents 

endroits dans le génome ce qui influerait sur son niveau d’expression.  

Localisation subcellulaire de la protéine 

L’observation des cellules en microscopie confocale a permis la détermination de la 

répartition spatiale de la protéine GFP-Nox2 dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 (Figure 

25B et C). Dans les cellules au repos, la protéine GFP-Nox2 se répartie entre la membrane 

plasmique et des structures intracellulaires. Lors de la phagocytose de particules de zymosane 

recouvertes d’opsonines (ZO) et marquées avec de l’Alexa 405, la quasi-totalité des structures 

cytoplasmiques semblent disparaitre. La protéine Nox2 est alors présente à la membrane 

plasmique et à la membrane du phagosome. 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26. Taux de phagocytose des cellules. La cytométrie permet le suivi de la phagocytose de particules de 
ZO et marquées avec de l’Alexa 405, après trente ou soixante minutes, dans les cellules PLB-985 WT 

(jaune/orange), PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 (vert) ou PLB-985 Nox2 
-/0

 (bleu). Dans les cytogrammes (en haut), 
l’orange pâle et le vert pâle représentent les cellules seules, l’orange foncé et le vert foncé les trente minutes, 
l’orange vif et le vert vif les soixante minutes. La délimitation sépare les cellules qui n’ont pas phagocyté (gauche) 
des cellules qui ont phagocyté (droite). Est considéré comme n’ayant pas phagocyté toute cellule dont la 
fluorescence est inférieure à la fluorescence des particules de ZO A405 seules en présence de BT (en bas à droite). 
Le pourcentage de phagocytose relatif (par rapport aux cellules PLB-985 WT) est obtenu par cytométrie en flux 
après l’ajout de BT pour éliminer la fluorescence des particules fixées mais non internalisées.  Chaque expérience 
a été réalisée trois fois de manière indépendante, sont représentées ici les moyennes ± erreur standard 
moyenne.  Le test statistique réalisé est un multiple t test (p<0,0001).  
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Fonctionnalité des cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2  

Après s’être assuré de la correcte expression de la protéine de fusion, il fallait s’assurer que 

les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 et la protéine Nox2 demeuraient fonctionnelles malgré 

l’ajout de la protéine GFP. Les équipes précédemment en possession de cette construction ne 

l’avaient pas formellement démontré et plusieurs constructions impliquant la protéine Nox2 

avaient par le passé été réalisées mais elles entraînaient la perte de fonctionnalité de 

l’enzyme, donc de production de FRO.   

Etude de la phagocytose des cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 

L’étude de la phagocytose se fait grâce à la cytométrie en flux. Elle nécessite l’utilisation de 

ZO et de bleu de trypan (BT)  afin de différencier les particules phagocytées des particules 

fixées aux cellules230 (Voir Quatrième partie, chapitre 3, cytométrie en flux). L’analyse des 

résultats de phagocytose des cellules PLB-985 WT montre trois populations différentes de 

cellules (Figure 26). Les cellules seules (non fluorescentes), n’ayant ni fixées ni phagocytées de 

particules de ZO sont symbolisées ici par la courbe pleine ; le second pic correspond aux 

cellules ayant fixées mais pas phagocytées des particules de ZO (leur conférant une 

fluorescence similaire à celles des particules de ZO seules en présence de BT) ; la troisième 

population correspond aux cellules ayant phagocytées (protégeant ainsi les particules de ZO 

de l’action du BT). Entre trente et soixante minutes de phagocytose, le nombre de cellules 

ayant internalisées la proie augmente. Le décalage du pic correspondant pourrait indiquer que 

les cellules internalisent plusieurs particules. Avec les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 en 

revanche, on ne distingue pas de pic correspondant aux cellules ayant phagocytées (comme 

pour les cellules PLB-985 Nox2 -/0). De fait les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 phagocytent 

significativement moins de particules de ZO marquées avec de l’Alexa 405 que les cellules PLB-

985 WT.  

Expression des récepteurs suffisant pour induire la phagocytose à la surface des cellules 

PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 

Si la différence de phagocytose entre des neutrophiles de personnes saines et de patients 

atteint de granulomatose septique chronique est connue231, expliquer la diminution du taux 

de phagocytose dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 par rapport aux cellules PLB-985 

WT tient de la conjecture. En effet la réexpression de la protéine Nox2 aurait dû restaurer un  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27. Expression des récepteurs suffisant pour induire la phagocytose. Les récepteurs de surface suffisant 
pour induire la phagocytose ont été analysés. Les cellules PLB-985 WT (jaune) ou PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 (vert) 
sont préalablement incubées vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml d’interféron gamma. La fixation d’anticorps 
dirigés contre : une protéine contrôle (exprimée par les virus de plante), CD32, CD64 ou dectine-1 est évaluée 
par cytométrie en flux. Chaque expérience a été réalisée trois fois de manière indépendante, sont représentées 
ici les moyennes ± erreur standard moyenne.  Le test statistique réalisé est un multiple t test.  
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taux de phagocytose proche de celui des cellules PLB-985 WT. L’origine de ces cellules ainsi 

que les diverses modifications génétiques dont elles sont issues (recombinaison homologue 

pour éliminer la protéine Nox2 endogène, transfection pour introduire la séquence codant 

pour la protéine GFP-Nox2) ont pu altérer l’expression de gènes directement impliqués dans 

la phagocytose conduisant à ce phénotype.  

Afin de tester cette hypothèse, l’expression à la surface des cellules de récepteurs suffisants 

pour induire la phagocytose a été quantifiée. Afin de mesurer l’expression des FcγRI à la 

surface des cellules, de l’interféron gamma a été ajouté pendant vingt-quatre heures aux 

cellules. L’étude conduite en cytométrie pour évaluer l’expression de FcγRI, FcγRII et dectine-

1 n’a cependant indiquée aucune différence d’expression de ces récepteurs à la surface des 

cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 par rapport aux cellules PLB-985 WT (Figure 27). Les 

récepteurs du complément et les FcγRIII n’ont pas été testés (car ils ne sont pas connus comme 

étant suffisant pour induire la phagocytose) ne permettant pas d’exclure qu’une diminution 

de leur expression est à l’origine de ce taux plus faible de phagocytose dans les cellules PLB-

985 X-CGD GFP-Nox2 par rapport aux cellules PLB-985 WT. Autre éventualité, la production 

de FRO dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 est inférieure à celle dans les cellules PLB-

985 WT, malgré la réexpression de la protéine Nox2, mimant le phénotype observé avec les 

neutrophiles de patients atteint de granulomatose septique chronique.   

Etude de la production de FRO avec les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2  

La réalisation d’une construction permettant d’attacher une protéine fluorescente à la 

sous-unité Nox2 tout en maintenant son activité catalytique a représenté une véritable 

gageure. Dans leurs travaux d’Ambasta et al.220 perdent l’activité catalytique de la NADPH 

oxydase en fixant une protéine fluorescente en C-terminal de la protéine Nox2. Si Murillo et 

al.221 puis van Manen et al.222 ont réalisé puis perfectionné la construction dont on dispose ils 

n’avaient pas formellement prouvé qu’elle permettait la production de FRO.    

La cinétique de la production de FRO est mesurée par luminométrie en présence de L-012 

(analogue du luminol) et de l’enzyme Horse Radish Peroxidase. Dans les cellules PLB-985 X-

CGD GFP-Nox2 la production de FRO est plus lente, avec un maximum d'intensité beaucoup 

plus faible par rapport aux cellules PLB-985 WT. Ces dernières atteignent le maximum de  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28. Evaluation de la production de FRO par les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2. L’activité de la NADPH 
oxydase a été mesurée par chimiluminescence grâce au L-012 pendant douze heures dans les cellules PLB-985 

WT (jaune), PLB-985 Nox2
 -/0

 (bleu) ou dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 (vert). Est représenté ici, la 
cinétique de production des FRO au cours du temps (à gauche) ainsi que l’aire sous la courbe correspondante à 
douze heures de production de FRO (droite). Ces résultats correspondent à trois expériences indépendantes, 
sont représentées ici les moyennes ± erreur standard moyenne. Le test statistique réalisé est un unpaired t test 
(****p<0,0001).  
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leur production de FRO deux heures après la stimulation par le PMA avant une diminution 

progressive de la production et son arrêt au bout de six heures ; tandis que les cellules PLB-

985 X-CGD GFP-Nox2 atteignent leur maximum environ deux heures et demie après l’ajout de 

PMA mais leur production se poursuit douze heures durant. Cela compense la différence 

d’intensité de production puisqu’à leur maximum les cellules PLB-985 WT produisent 

pratiquement cinq fois plus de FRO que les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 (Figure 28). Cette 

différence de cinétique ne se traduit cependant pas par une différence dans la production 

totale de FRO entre les deux types cellulaires. Une possibilité pour expliquer la différence de 

cinétique observée est que la séquence de liaison entre les deux protéines influence la 

production de FRO232. Une séquence trop courte doit induire une diminution de la stabilité du 

complexe sous sa forme active, donc une diminution du nombre de complexes actifs à un 

instant donné retardant de ce fait la production de FRO.     

En conclusion les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 expriment la protéine GFP-Nox2 

correctement. La présence de cette construction se traduit par une diminution du taux de 

phagocytose et une modification de la cinétique de la production de FRO par rapport aux 

cellules PLB-985 WT. La diminution du taux de phagocytose pourrait s’expliquer par une 

diminution de la production de FRO aux temps étudiés (trente et soixante minutes) puisque 

les FRO jouent un rôle dans la phagocytose233,234. Comme semble le montrer la figure 25C la 

protéine Nox2 est incluse dans des compartiments cytoplasmiques mobilisables lors de la 

phagocytose. La nature de ces structures est le prochain point abordé. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Deuxième partie 41 

  

2. 

Les compartiments cytoplasmiques contenant Nox2 : nature et 
implication dans la phagocytose  

 

Une fois la fonctionnalité des cellules testée, il a fallu déterminer la nature des structures 

intracellulaires contenant la protéine Nox2 et qui semblent mobilisées durant la phagocytose. 

La supposition a été faite que ces structures correspondaient aux endosomes. Plusieurs 

éléments ont amené à établir cette hypothèse. Bien qu’elle ait été peu étudié dans les 

neutrophiles, l’implication des voies endosomales dans l’apport de la protéine Nox2 au 

phagosome est connue dans les autres phagocytes235,223. De plus certaines molécules 

permettant le priming des neutrophiles (endotoxine236, PAF237) ont mis en évidence un lien 

entre la protéine Nox2 et les endosomes au sein des neutrophiles justifiant notre assertion.  

Puisque les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 phagocytent moins bien que les cellules PLB-

985 WT, avant toute expérience, afin d’améliorer l’efficience de la phagocytose, les cellules 

ont subi un priming avec de l’interféron gamma. Son effet d’activateur des neutrophiles est 

connu238,38 et il se retrouve aussi avec les PLB-985. Il y modifie l’expression de nombreux gènes 

impliqués dans divers processus cellulaires tel que les fonctions « classiques » (phagocytose, 

chimiotactisme, production de FRO, expression des récepteurs de l’immunité innée), la 

présentation antigénique ou l’expression de protéines participant à l’homéostasie des 

neutrophiles239. Il provoque notamment une augmentation de la production de FcγR et 

particulièrement du FcγRI qui a une haute affinité pour les IgG1 ; ainsi qu’une augmentation 

de la synthèse de la protéine Nox2240 qui dans son promoteur, a un élément de réponse à 

l’interféron gamma. Dans notre contexte, ce second point doit être tempéré par le fait que 

dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2, la protéine Nox2 n’est pas sous le contrôle de son 

promoteur endogène et qu’il n’y aura donc pas d’effet de l’interféron sur sa production dans 

ces cellules. 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rab11 Nox2 Merged 

Distance 

In
te

n
si

té
 n

o
rm

al
is

é
e 

0,2 

1,0 

15,6 

Figure 29. Présence de Nox2 dans les endosomes Rab11
+
 

des cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 non stimulées. 
Immunofluorescence de cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 
préalablement incubées vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml 
d’interféron gamma et visualisée en microscopie confocale 
spinning-disk (100x). Epaisseur de la coupe optique (Z) 584 
nm. Les protéines d’intérêt ont été marquées avec un 
anticorps primaire dirigé contre Nox2 ou Rab11. L’échelle 
équivaut à trois micromètres. (A-1) Images d’un seul plan 
d’une pile de quarante-et-une images. En blanc est 
représenté le profil d’intensité. (A-2) Le profil d’intensité de 
fluorescence pour les protéines Rab11 (rouge) et Nox2 (vert) 
passe par des points parmi les plus brillants de Rab11. Afin 
de pouvoir comparer les profils entre eux, les profils ont été 
normalisés en divisant toutes les valeurs d’intensité d’un 
profil donné par l’intensité maximale détectée. (A-3) En 
utilisant le « plug-in » d’Image J JACoP object based method, 
le pourcentage d’endosomes positifs pour les protéines 
Rab11 et Nox2 a été dénombré (diagramme circulaire, 
portion verte) dans cinquante cellules (trois jours différents). 
(B) Comparaison des moyennes des coefficients de 
corrélations de Pearson (CCP) entre endosomes Rab11 
positifs / protéine Nox2 et le contrôle négatif (rotation de 
180° de l’image représentant Nox2 et calcul du coefficient de 
Pearson). CCP de dix cellules issues de deux expériences 
indépendantes. Le test statistique réalisé est un paired t test 
(p<0,0001).  
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Figure 30. Présence de Nox2 dans les endosomes EEA1
+
 des 

cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 non stimulées. 
Immunofluorescence de cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 
préalablement incubées vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml 
d’interféron gamma et visualisée en microscopie confocale 
spinning-disk (100x). Epaisseur de la coupe optique (Z), 584 
nm. Les protéines d’intérêt ont été marquées avec un 
anticorps primaire dirigé contre Nox2 ou EEA1. L’échelle 
équivaut à trois micromètres. (A-1) Images d’un seul plan 
d’une pile de quarante-et-une images. En blanc est 
représenté le profil d’intensité. (A-2) Le profil d’intensité de 
fluorescence pour les protéines EEA1 (rouge) et Nox2 (vert) 
passe par des points parmi les plus brillants de EEA1. Afin de 
pouvoir comparer les profils entre eux, les profils ont été 
normalisés en divisant toutes les valeurs d’intensité d’un 
profil donné par l’intensité maximale détectée. (A-3) En 
utilisant le « plug-in » d’Image J JACoP object based method, 
le pourcentage d’endosomes positifs pour les protéines EEA1 
et Nox2 a été dénombré (diagramme circulaire, portion 
verte) dans quatre-vingt-quinze cellules (trois jours 
différents). (B) Comparaison des moyennes des coefficients 
de corrélations de Pearson entre endosomes EEA1 positifs / 
protéine Nox2 et le contrôle négatif (rotation de 180° de 
l’image représentant Nox2 et calcul du coefficient de 
Pearson). CCP de huit cellules issues de deux expériences 
indépendantes. Le test statistique réalisé est un paired t test 
(p=0,0002).  
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Figure 31. Présence de Nox2 dans les endosomes Rab11
+
 

des cellules PLB-985 WT non stimulées. 
Immunofluorescence de cellules PLB-985 WT 
préalablement incubées vingt-quatre heures avec 0,1 
µg/ml d’interféron gamma et visualisée en microscopie 
confocale spinning-disk (100x). Epaisseur de la coupe 
optique (Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt ont été 
marquées avec un anticorps primaire dirigé contre Nox2 
ou Rab11. L’échelle équivaut à trois micromètres. (A-1) 
Images d’un seul plan d’une pile de quinze images. En 
blanc est représenté le profil d’intensité. (A-2) Le profil 
d’intensité de fluorescence pour les protéines Rab11 
(rouge) et Nox2 (vert) passe par des points parmi les plus 
brillants de Rab11. Afin de pouvoir comparer les profils 
entre eux, les profils ont été normalisés en divisant toutes 
les valeurs d’intensité d’un profil donné par l’intensité 
maximale détectée. (A-3) En utilisant le « plug-in » 
d’Image J JACoP object based method, le pourcentage 
d’endosomes positifs pour les protéines Rab11 et Nox2 a 
été dénombré (diagramme circulaire, portion verte) dans 
soixante-sept cellules (deux jours différents). (B) 
Comparaison des moyennes des coefficients de 
corrélations de Pearson entre endosomes Rab11 positifs / 
protéine Nox2 et le contrôle négatif (rotation de 180° de 
l’image représentant Nox2 et calcul du coefficient de 
Pearson). CCP de huit cellules issues de trois expériences 
indépendantes. Le test statistique réalisé est un test de 
Wilcoxon (p=0,0078). 
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Figure 32. Présence de Nox2 dans les endosomes EEA1
+
 des 

cellules PLB-985 WT non stimulées. Immunofluorescence 
de cellules PLB-985 WT préalablement incubées vingt-
quatre heures avec 0,1 µg/ml d’interféron gamma et 
visualisée en microscopie confocale spinning-disk (100x).  
Epaisseur de la coupe optique (Z), 584 nm. Les protéines 
d’intérêt ont été marquées avec un anticorps primaire dirigé 
contre Nox2 ou EEA1. L’échelle équivaut à trois 
micromètres. (A-1) Images d’un seul plan d’une pile de 
quinze images. En blanc est représenté le profil d’intensité. 
(A-2) Le profil d’intensité de fluorescence pour les protéines 
EEA1 (rouge) et Nox2 (vert) passe par des points parmi les 
plus brillants de EEA1. Afin de pouvoir comparer les profils 
entre eux, les profils ont été normalisés en divisant toutes 
les valeurs d’intensité d’un profil donné par l’intensité 
maximale détectée. (A-3) En utilisant le « plug-in » d’Image 
J JACoP object based method, le pourcentage d’endosomes 
positifs pour les protéines Rab11 et Nox2 a été dénombré 
(diagramme circulaire, portion verte) dans soixante-trois 
cellules (trois jours différents). (B) Comparaison des 
moyennes des coefficients de corrélations de Pearson entre 
endosomes Rab11 positifs / protéine Nox2 et le contrôle 
négatif (rotation de 180° de l’image représentant Nox2 et 
calcul du coefficient de Pearson). CCP de huit cellules issues 
de trois expériences indépendantes. Le test statistique 
réalisé est un test de Wilcoxon (p=0,0078).  
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Figure 33. Présence de Nox2 dans les endosomes Rab11
+
 

des neutrophiles humains non stimulés. 
Immunofluorescence de neutrophiles humains visualisés 
en microscopie confocale spinning-disk (100x). Epaisseur 
de la coupe optique (Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt 
ont été marquées avec un anticorps primaire dirigé contre 
Nox2 ou Rab11. L’échelle équivaut à trois micromètres. (A-
1) Images d’un seul plan d’une pile de dix-neuf images. En 
blanc est représenté le profil d’intensité. (A-2) Le profil 
d’intensité de fluorescence pour les protéines Rab11 
(rouge) et Nox2 (vert) passe par des points parmi les plus 
brillants de Rab11. Afin de pouvoir comparer les profils 
entre eux, les profils ont été normalisés en divisant toutes 
les valeurs d’intensité d’un profil donné par l’intensité 
maximale détectée. (A-3) En utilisant le « plug-in » 
d’Image J JACoP object based method, le pourcentage 
d’endosomes positifs pour les protéines Rab11 et Nox2 a 
été dénombré (diagramme circulaire, portion verte) dans 
quatre-vingt-dix-huit cellules (trois jours différents). (B) 
Comparaison des moyennes des coefficients de 
corrélations de Pearson entre endosomes Rab11 positifs / 
protéine Nox2 et le contrôle négatif (rotation de 180° de 
l’image représentant Nox2 et calcul du coefficient de 
Pearson). CCP de huit cellules issues de trois expériences 
indépendantes. Le test statistique réalisé est un test de 
Wilcoxon (p=0,0078).  

B 

A 

1,0 

Rab11 Ctrl

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

C
o

e
ff

ic
ie

n
t 

d
e
 c

o
rr

é
la

ti
o

n **



 Deuxième partie 44 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nox2 EEA1 Merged 

20,3 

Distance 

In
te

n
si

té
 n

o
rm

al
is

ée
 

0,1 

1,0 

A 

Figure 34. Présence de Nox2 dans les endosomes EEA1
+
 des 

neutrophiles humains non stimulés. Immunofluorescence 
de neutrophiles humains visualisés en microscopie 
confocale spinning-disk (100x). Epaisseur de la coupe 
optique (Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt ont été 
marquées avec un anticorps primaire dirigé contre Nox2 ou 
EEA1. L’échelle équivaut à trois micromètres. (A-1) Images 
d’un seul plan d’une pile de dix-neuf images. En blanc est 
représenté le profil d’intensité. (A-2) Le profil d’intensité de 
fluorescence pour les protéines EEA1 (rouge) et Nox2 (vert) 
passe par des points parmi les plus brillants de EEA1. Afin de 
pouvoir comparer les profils entre eux, les profils ont été 
normalisés en divisant toutes les valeurs d’intensité d’un 
profil donné par l’intensité maximale détectée. (A-3) En 
utilisant le « plug-in » d’Image J JACoP object based method, 
le pourcentage d’endosomes positifs pour les protéines 
Rab11 et Nox2 a été dénombré (diagramme circulaire, 
portion verte) dans cent cinquante-et-une cellules (trois 
jours différents). (B) Comparaison des moyennes des 
coefficients de corrélations de Pearson entre endosomes 
Rab11 positifs / protéine Nox2 et le contrôle négatif 
(rotation de 180° de l’image représentant Nox2 et calcul du 
coefficient de Pearson). CCP de douze cellules issues de trois 
expériences indépendantes. Le test statistique réalisé est un 
test de Wilcoxon (p=0,0005). 
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Colocalisation des endosomes EEA1 et Rab11 positifs avec la protéine Nox2 

Etude dans les cellules non stimulées 

L’endocytose participe au contrôle de la composition de la membrane ainsi qu’au 

renouvellement de ses composants en les internalisant, puis en les recyclant ou en les 

dégradant. Les endosomes précoces deviennent des endosomes de recyclage (qui sont 

ensuite réadressé à la membrane) ou des endosomes tardifs qui en continuant leur processus 

de maturation fusionnent avec les lysosomes. Parmi les marqueurs des endosomes précoces, 

se trouve l’Early Endosome Antigen 1 (EEA1) qui lie le PtdIns(3)P des membranes permettant 

l’attachement des endosomes à d’autres compartiments cellulaires avant leur fusion grâce 

aux complexes de protéines SNAP Receptor. Les endosomes de recyclage eux, sont 

notamment associés à Ras-related in brain 11 (Rab11).  

L’étude de ces deux marqueurs dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 non stimulées 

montre une présence des endosomes Rab11 à proximité de la membrane plasmique ce qui 

correspond à la biologie de ces endosomes qui restent généralement proche du 

plasmalemme241 (Figure 29). Le calcul du coefficient de corrélation de Pearson (CCP) moyen 

entre les canaux montrant les protéines Nox2 et Rab11 vaut 0,69 ce qui est significativement 

différent du CCP moyen du contrôle négatif (rotation de 180° de l’image montrant la protéine 

Nox2 puis calcul du coefficient de Pearson) qui vaut 0,34 indiquant une corrélation (partielle) 

entre les deux protéines. Un profil d’intensité tracé pour relier les principaux endosomes de 

la cellule (pixels les plus brillants) montre que certains pics d’intensité correspondant à la 

protéine Rab11 se situent au même endroit que des pics correspondant à la protéine Nox2 ce 

qui signifie que ces deux protéines sont partiellement colocalisées. La détermination du 

pourcentage d’endosome positifs pour les protéines Rab11 et Nox2 atteint 15,6% dans les 

cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 confirmant le caractère partiel de cette colocalisation. 

Concernant les endosomes positifs pour EEA1, le CCP moyen est d’une valeur de 0,48 ce qui 

représente une différence significative par rapport au contrôle négatif correspondant (0,26). 

Le profil de fluorescence indique nettement une colocalisation partielle entre les protéines 

Nox2 et EEA1. Là encore cette observation est renforcée par le taux d’endosomes précoces 

contenant Nox2 (17,3%) (Figure 30). 
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Afin de s’assurer que ce phénomène de colocalisation entre la protéine Nox2 et les voies 

endosomales précoce et de recyclage n’est pas artificiel, les expériences ont été répétées dans 

les PLB-985 WT (pour s’assurer que ce n’est pas la GFP qui entraîne un adressage de Nox2 aux 

endosomes) et dans les neutrophiles humains. Les résultats dans les cellules PLB-985 WT sont 

similaires à ceux obtenus avec les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 (Figure 31 et Figure 32).  

La présence de la protéine Nox2 est corrélée à celle des endosomes précoces et de 

recyclage, le CCP moyen obtenu avec les deux types d’endosomes (0,45 pour les endosomes 

positifs pour Rab11 et 0,35 pour les endosomes positifs pour EEA1) étant significativement 

supérieur à la moyenne des CCP obtenus avec les contrôles négatifs (0,23 et 0,16). Lorsqu’un 

profil d’intensité est réalisé les endosomes et la protéine Nox2 colocalisent partiellement et 

ce résultat est là encore conforté par le taux d’endosomes Rab11 et EEA1 positifs contenant 

Nox2 (respectivement 21,7% et 27,3%). Cela confirme que ce n’est pas la protéine GFP qui 

entraîne un adressage de la protéine GFP-Nox2 aux endosomes dans les cellules PLB-985 X-

CGD GFP-Nox2.  

Dans les neutrophiles humains, la protéine Rab11 est aussi associée aux granules à 

gélatinase174 ce qui fausse probablement les résultats de la colocalisation entre la protéine 

Nox2 et les endosomes. Les résultats sont aussi similaires à ceux obtenus avec les cellules PLB-

985 WT (Figure 33 et Figure 34). La moyenne des CCP vaut 0,67 (EEA1) et 0,65 (Rab11) ce qui 

est significativement supérieur à la moyenne des CCP contrôle qui eux valent 0,30 (EEA1) et 

0,23 (Rab11). Les profils d’intensités indiquent que la protéine Nox2 colocalise avec les 

endosomes EEA1 et Rab11 positifs. Plus d’un quart (26,1%) des endosomes Rab11 et 20,7% 

des endosomes EEA1 contiennent la protéine Nox2. Ces résultats confirment le lien entre 

endosome et Nox2 dans les neutrophiles dont il a déjà été fait mention précédemment236,237.  
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Figure 35. Présence des endosomes Rab11 positif à proximité des 
phagosomes dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2. 
Immunofluorescence de cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 
préalablement incubées vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml 
d’interféron gamma et visualisée en microscopie confocale 
spinning-disk après dix minutes de phagocytose synchronisée de 
particules de ZO marquées avec du Texas Red (100x). Epaisseur de 
la coupe optique (Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt ont été 
marquées avec un anticorps primaire dirigé contre Nox2 ou Rab11. 
L’échelle équivaut à trois micromètres. (A-1) Images de trois plans 
d’une pile de vingt-et-une images. L’encadré correspond à la zone 
agrandie à droite. En blanc est représenté le profil d’intensité. La 
flèche indique les régions où les profils d’intensité des protéines 
correspondent. (A-2) Le profil d’intensité de fluorescence pour les 
protéines Rab11 (rouge) et Nox2 (vert) passe par des points parmi 
les plus brillants de Rab11. Afin de pouvoir comparer les profils 
entre eux, les profils ont été normalisés en divisant toutes les 
valeurs d’intensité d’un profil donné par l’intensité maximale 
détectée. (B) Comparaison des moyennes des coefficients de 
corrélations de Pearson entre endosomes Rab11 positifs / 
protéine Nox2 et le contrôle négatif (rotation de 180° de l’image 
représentant Nox2 et calcul du coefficient de Pearson). CCP de huit 
cellules issues de trois expériences indépendantes. Le test 
statistique réalisé est un test de Wilcoxon (p=0,015). 
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Figure 36. Présence des endosomes EEA1 positifs à 
proximité des phagosomes dans les cellules PLB-985 X-
CGD GFP-Nox2. Immunofluorescence de cellules PLB-985 
X-CGD GFP-Nox2 préalablement incubées vingt-quatre 
heures avec 0,1 µg/ml d’interféron gamma et visualisée 
en microscopie confocale spinning-disk après dix minutes 
de phagocytose synchronisée de particules de ZO 
marquées avec du Texas Red (100x). Epaisseur de la 
coupe optique (Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt ont été 
marquées avec un anticorps primaire dirigé contre Nox2 
ou Rab11. L’échelle équivaut à trois micromètres. (A-1) 
Images de deux plans d’une pile de vingt-et-une images. 
L’encadré correspond à la zone agrandie à droite. En 
blanc est représenté le profil d’intensité. La flèche indique 
les régions où les profils d’intensité des protéines 
correspondent. (A-2) Le profil d’intensité de fluorescence 
pour les protéines Rab11 (rouge) et Nox2 (vert) passe par 
des points parmi les plus brillants de Rab11. Afin de 
pouvoir comparer les profils entre eux, les profils ont été 
normalisés en divisant toutes les valeurs d’intensité d’un 
profil donné par l’intensité maximale détectée. (B) 
Comparaison des moyennes des coefficients de 
corrélations de Pearson entre endosomes EEA1 positifs / 
protéine NOX2 et le contrôle négatif (rotation de 180° de 
l’image représentant Nox2 et calcul du coefficient de 
Pearson). CCP de huit cellules issues de trois expériences 
indépendantes. Le test statistique réalisé est un test de 
Wilcoxon (p=0,0078).  
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Figure 37. Présence des endosomes Rab11 positifs à 
proximité des phagosomes dans les cellules PLB-985 WT. 
Immunofluorescence de cellules PLB-985 WT préalablement 
incubées vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml d’interféron 
gamma et visualisée en microscopie confocale spinning-disk 
après dix minutes de phagocytose synchronisée de particules 
de ZO marquées avec du Texas Red (100x). Epaisseur de la 
coupe optique (Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt ont été 
marquées avec un anticorps primaire dirigé contre Nox2 ou 
Rab11. L’échelle équivaut à trois micromètres. (A-1) Images 
de trois plans d’une pile de vingt-et-une images. L’encadré 
correspond à la zone agrandie à droite. En blanc est 
représenté le profil d’intensité. La flèche indique les régions 
où les profils d’intensité des protéines correspondent. (A-2) 
Le profil d’intensité de fluorescence pour les protéines Rab11 
(rouge) et Nox2 (vert) passe par des points parmi les plus 
brillants de Rab11. Afin de pouvoir comparer les profils entre 
eux, les profils ont été normalisés en divisant toutes les 
valeurs d’intensité d’un profil donné par l’intensité maximale 
détectée. (B) Comparaison des moyennes des coefficients de 
corrélations de Pearson entre endosomes Rab11 positifs / 
protéine Nox2 et le contrôle négatif (rotation de 180° de 
l’image représentant Nox2 et calcul du coefficient de 
Pearson). CCP de neuf cellules issues de deux expériences 
indépendantes. Le test statistique réalisé est un test de 
Wilcoxon (p=0,0039).  
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Figure 38. Présence des endosomes EEA1 positifs à 
proximité des phagosomes dans les cellules PLB-985 WT. 
Immunofluorescence de cellules PLB-985 WT préalablement 
incubées vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml d’interféron 
gamma et visualisée en microscopie confocale spinning-disk 
après dix minutes de phagocytose synchronisée de particules 
de ZO marquées avec du Texas Red (100x). Epaisseur de la 
coupe optique (Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt ont été 
marquées avec un anticorps primaire dirigé contre Nox2 ou 
EEA1. L’échelle équivaut à trois micromètres. (A-1) Images de 
trois plans d’une pile de vingt-et-une images. L’encadré 
correspond à la zone agrandie à droite. En blanc est 
représenté le profil d’intensité. La flèche indique les régions 
où les profils d’intensité des protéines correspondent. (A-2) 
Le profil d’intensité de fluorescence pour les protéines EEA1 
(rouge) et Nox2 (vert) passe par des points parmi les plus 
brillants de EEA1. Afin de pouvoir comparer les profils entre 
eux, les profils ont été normalisés en divisant toutes les 
valeurs d’intensité d’un profil donné par l’intensité maximale 
détectée. (B) Comparaison des moyennes des coefficients de 
corrélations de Pearson entre endosomes EEA1 positifs / 
protéine Nox2 et le contrôle négatif (rotation de 180° de 
l’image représentant Nox2 et calcul du coefficient de 
Pearson). CCP de huit cellules issues de trois expériences 
indépendantes. Le test statistique réalisé est un test de 
Wilcoxon (p=0,0078).  
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Figure 39. Présence des endosomes positifs pour les 
protéines Rab11 et Nox2 à proximité des phagosomes 
dans les neutrophiles humains. Immunofluorescence de 
neutrophiles humains visualisés en microscopie 
confocale spinning-disk après dix minutes de 
phagocytose synchronisée de particules de ZO marquées 
avec du Texas Red (100x). Epaisseur de la coupe optique 
(Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt ont été marquées 
avec un anticorps primaire dirigé contre Nox2 ou Rab11. 
L’échelle équivaut à trois micromètres. (A-1) Images de 
trois plans d’une pile de dix-neuf images. L’encadré 
correspond à la zone agrandie à droite. En blanc est 
représenté le profil d’intensité. La flèche indique les 
régions où les profils d’intensité des protéines 
correspondent. (A-2) Le profil d’intensité de fluorescence 
pour les protéines Rab11 (rouge) et Nox2 (vert) passe par 
des points parmi les plus brillants de Rab11. Afin de 
pouvoir comparer les profils entre eux, les profils ont été 
normalisés en divisant toutes les valeurs d’intensité d’un 
profil donné par l’intensité maximale détectée. (B) 
Comparaison des moyennes des coefficients de 
corrélations de Pearson entre endosomes Rab11 positifs 
/ protéine NOX2 et le contrôle négatif (rotation de 180° 
de l’image représentant Nox2 et calcul du coefficient de 
Pearson). CCP de huit cellules issues de deux expériences 
indépendantes. Le test statistique réalisé est un paired t 
test (p=0,0001). 
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Figure 40. Présence des endosomes positifs pour les 
protéines EEA1 et Nox2 à proximité des phagosomes dans 
les neutrophiles humains. Immunofluorescence de 
neutrophiles humains visualisés en microscopie confocale 
spinning-disk après dix minutes de phagocytose synchronisée 
de particules de ZO marquées avec du Texas Red (100x). 
Epaisseur de la coupe optique (Z), 584 nm. Les protéines 
d’intérêt ont été marquées avec un anticorps primaire dirigé 
contre Nox2 ou EEA1. L’échelle équivaut à trois micromètres. 
(A-1) Images de trois plans d’une pile de vingt-et-une images. 
L’encadré correspond à la zone agrandie à droite. En blanc est 
représenté le profil d’intensité. La flèche indique les régions 
où les profils d’intensité des protéines correspondent. (A-2) 
Le profil d’intensité de fluorescence pour les protéines EEA1 
(rouge) et Nox2 (vert) passe par des points parmi les plus 
brillants de EEA1. Afin de pouvoir comparer les profils entre 
eux, les profils ont été normalisés en divisant toutes les 
valeurs d’intensité d’un profil donné par l’intensité maximale 
détectée. (B) Comparaison des moyennes des coefficients de 
corrélations de Pearson entre endosomes EEA1 positifs / 
protéine Nox2 et le contrôle négatif (rotation de 180° de 
l’image représentant Nox2 et calcul du coefficient de 
Pearson). CCP de quatre cellules issues de deux expériences 
indépendantes. Le test statistique réalisé est un test de 
Wilcoxon (p=0,125).  
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Endosomes Nox2 positifs et phagocytose 

La présence de la protéine Nox2 dans les endosomes ne signifie cependant pas que ses 

derniers soient impliqués dans son éventuelle accumulation au phagosome. Afin d’éclaircir ce 

point, la localisation des endosomes et de la protéine Nox2 a été étudiée lors de la 

phagocytose de particules de ZO marquées avec du Texas Red.  

Dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 les endosomes de recyclage se situent toujours 

sous la membrane plasmique mais on les retrouve aussi à proximité de la membrane du 

phagosome tandis que les endosomes précoces ne se retrouvent plus qu’à proximité du 

phagosome. La moyenne des CCP (0,54 pour EEA1 et 0,64 pour Rab11) est significativement 

différente de la moyenne des CCP contrôle (0,33 pour EEA1 et 0,39 pour Rab11) indiquant un 

lien entre la localisation des endosomes et celle de la protéine Nox2 durant la phagocytose. 

Le profil d’intensité tracé à proximité de la membrane du phagosome montre que les 

endosomes précoces et de recyclages colocalisent partiellement avec la protéine Nox2 (Figure 

35 et Figure 36). 

Les expériences menées dans les cellules PLB-985 WT (Figure 37 et Figure 38) et les 

neutrophiles humains (Figure 39 et Figure 40) aboutissent à des résultats similaires, les 

endosomes étant aussi présents à proximité de la membrane du phagosome. La moyenne des 

CCP dans les PLB-985 WT est de 0,37 pour les endosomes EEA1 positifs et 0,62 pour les 

endosomes Rab11 positifs. Cela est significativement différents de la moyenne des CCP 

contrôle (respectivement 0,17 et 0,30). Dans les neutrophiles humains il n’y a pas de 

différence significative entre la moyenne du CCP pour les endosomes EEA1 positifs (0,64) et 

le contrôle négatif correspondant (0,27). Plus qu’une absence de colocalisation, cela souligne 

le manque de cellules étudiées (seulement quatre) dû à la versatilité de la qualité du marquage 

par l’anticorps dirigé contre la protéine EEA1 qui empêchent d’obtenir un résultat 

statistiquement significatif. Pour les endosomes Rab11 positifs la moyenne des CCP est 

significativement différente (0,75) par rapport à la condition contrôle (0,34). Ces résultats 

suggèrent une présence des endosomes EEA1 ou Rab11 positifs contenant la protéine Nox2 à 

proximité du phagosome après dix minutes de phagocytose. Les profils d’intensités indiquent 

invariablement une colocalisation partielle entre les endosomes Rab11 et EEA1 positifs et la 

protéine Nox2 dans les PLB-985 WT comme dans les neutrophiles humains.  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41. Dynamique des endosomes au cours de la phagocytose dans les cellules PLB-985 WT. Les cellules 
sont préalablement incubées vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml d’interféron gamma et une heure avec du 
dextran tetramethylrhodamine avant d’être mis en présence de particules de ZO marquées avec de l’Alexa 488. 
Les particules de ZO sont ajoutées extemporanément afin que le contact entre la cellule et ces dernières soit 
observable et que la phagocytose puisse être suivie au cours du temps (microscopie confocale spinning-disk, 
grossissement x100). Epaisseur de la coupe optique (Z), 584 nm. L’échelle équivaut à trois micromètres. Les 
pointillées marquent la délimitation de la cellule dont le suivi commence à la fermeture du phagosome (temps 
zéro). Deux expériences indépendantes ont été réalisées.  
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Fusion des endosomes avec le phagosome 

Pour tenter de mettre en lumière une fusion des endosomes avec le phagosome, les 

endosomes ont été chargés avec du dextran marqué à la tetramethylrhodamine 

préalablement à la phagocytose de particules de ZO marquées avec de l’Alexa 488. Du fait de 

son poids moléculaire de 10 000 Daltons ce dextran est spécifiquement internalisé selon une 

voie clathrine dépendante dans les endosomes242 tout comme la protéine Nox2 lors de son 

endocytose dans les macrophages243.  

Une brève observation nous permet de constater la présence de deux particules de ZO 

marquées avec de l’Alexa 488 dans le plan. Celle au centre est en train d’être phagocyté, la 

fermeture de ce phagosome marque le temps zéro. La particule en haut à droite quant à elle 

est hors de la cellule. Au cours du temps la répartition des endosomes autour du phagosome 

varie ce qui témoigne de leur dynamique. A partir de cinq minutes la particule libre vire au 

jaune. Si elle était au sein d’un phagosome cela pourrait témoigner d’une fusion des 

endosomes avec le phagosome, mais puisqu’elle est libre il s’agit plutôt d’une diminution du 

signal de l’Alexa 488 laissant apparaitre l’auto-fluorescence de la particule de ZO dans le canal 

rouge correspondant à la fluorescence de la tetramethylrhodamine. Cette diminution du 

signal de l’Alexa 488 empêche d’affirmer que la coloration jaune qui apparait après quatorze 

minutes au niveau de la particule phagocytée correspond à une fusion des endosomes (Figure 

41). Un marqueur de la membrane permettrait de montrer distinctement que les endosomes 

fusionnent avec le phagosome même si deux limites seraient à dépasser : le 

photoblanchiment du marqueur de la membrane et saisir l’instant fugace ou les endosomes 

fusionnent avec la membrane.   

En conclusion la protéine Nox2 est présente dans les endosomes Rab11 et EEA1 positifs 

dans les cellules non stimulées ou durant la phagocytose. Un faisceau d’indice permet de 

suggérer que les endosomes fusionnent avec le phagosome. Durant la phagocytose les 

endosomes Rab11 et EEA1 positifs se retrouvent à proximité immédiate du phagosome 

suggérant leur fusion avec ce dernier. Cette hypothèse est renforcée par l’expérience faite 

avec le dextran marqué à la tetramethylrhodamine qui laisse supposer que les endosomes 

fusionnent avec le phagosome. Fort de cette hypothèse on a testé l’accumulation de la 

protéine Nox2 au phagosome.  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42. Accumulation de la protéine GFP-Nox2 au phagosome. Les cellules sont préalablement incubées 
vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml d’interféron gamma. Cinétique de la protéine GFP-Nox2 au phagosome, lors 
de la phagocytose de particules de ZO, à partir de sa fermeture et durant 180s. Les particules de ZO sont ajoutées 
extemporanément afin que le contact entre la cellule et ces dernières soit observable (microscopie confocale 
spinning-disk, grossissement x100). Epaisseur de la coupe optique (Z), 584 nm. (A) Images à différents temps de 
phagocytose. Chaque image est issue d’une pile de onze images. L’étoile blanche correspond au phagosome dont 
la fermeture a marqué le début des prises de vue et dont la fluorescence a été suivie au cours du temps. L’échelle 
représente cinq micromètres. (B) Chaque point correspond au ratio de la fluorescence moyenne de la protéine 
GFP-Nox2 à la membrane du phagosome (à laquelle on soustrait le bruit de fond) divisée par la fluorescence 
moyenne de la membrane plasmique (moins le bruit de fond) dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2. Est ici 
représenté la moyenne ± l’erreur standard moyenne de huit à dix-neuf cellules prises trois jours différents. Les 
tests statistiques réalisés sont des ratios paired t tests (30s vs 0s p=0,27 ; 60s vs 0s p=0,0059 ; 90s vs 0s p= 0,023 ; 
120s vs 0s p=0,035 ; 150s vs 0s p=0,024 ; 180s vs 0s p=0,022). 
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 3. 

Cinétique de Nox2 au phagosome : de l’internalisation à la 
destruction  

 

Le fait que les endosomes semblent fusionner avec le phagosome interroge sur une 

éventuelle accumulation de la protéine GFP-Nox2 au phagosome dans notre modèle. En effet 

nos cellules sont dépourvues des granules spécifiques et à gélatinase qui, dans les 

neutrophiles, sont la source principale de l’apport en protéine Nox2 au phagosome. 

L’accumulation relative de la protéine GFP-Nox2 au phagosome comparativement à la 

membrane plasmique a donc été évaluée sur des temps courts ou plus long après la fermeture 

du phagosome.  

Cinétique de la protéine GFP-Nox2 au phagosome pendant les temps courts     

Afin de déterminer l’accumulation de la protéine GFP-Nox2 au phagosome les cellules PLB-

985 X-CGD GFP-Nox2 sont mises en contact avec des particules de ZO et, lors de 

l’internalisation d’une de ces particules, une séquence de clichés est réalisée.  

A partir de la fermeture du phagosome, le ratio de fluorescence entre la membrane du 

phagosome et la fluorescence de la membrane plasmique est calculé pour chaque point de 

temps. Ce ratio indique qu’au moment de la fermeture du phagosome (zéro seconde) il n’y a 

pas d’enrichissement en protéine Nox2 (Figure 42). Il faut attendre une minute après cette 

fermeture pour voir un enrichissement significatif de la protéine Nox2 au phagosome par 

rapport à la fermeture du phagosome. Le ratio reste ensuite stable dans le temps jusqu’à trois 

minutes après la fermeture du phagosome, avec une fluorescence environ 1,2 fois plus 

importante au phagosome par rapport à la membrane plasmique.  

Les images en microscopie confocale montre que dans l’environnement immédiat du 

phagosome marqué dans la figure 42 par une étoile, la protéine Nox2 est présente dans ce qui 

semble être des structures vésiculaires qui doivent être, au moins en partie, les endosomes 

(voir chapitre deux). Elles semblent disparaitre majoritairement entre la fermeture du 

phagosome et une minute ce qui coïncide avec l’enrichissement en Nox2 du phagosome et 

 



 
 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43. Accumulation de la protéine GFP-Nox2 au phagosome. Les cellules sont préalablement incubées 
vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml d’interféron gamma. Cinétique de la protéine GFP-Nox2 au phagosome lors 
de la phagocytose de particules de ZO à partir de cinq minutes après fermeture du phagosome. Les particules de 
ZO sont centrifugées à 13°C avec les cellules, la fin de la centrifugation marquant le temps zéro. Une image est 
réalisée toutes les cinq minutes en microscopie confocale spinning-disk, au grossissement x100. Epaisseur de la 
coupe optique (Z), 584 nm. (A) Images à différents temps de phagocytose. Chaque image est issue d’une pile de 
vingt-six images. L’étoile blanche correspond au phagosome dont la fluorescence a été suivie au cours du temps. 
L’échelle représente cinq micromètres. (B) Chaque point correspond au ratio de la fluorescence moyenne de la 
membrane du phagosome (à laquelle on soustrait le bruit de fond) divisée par la fluorescence moyenne de la 
membrane plasmique (moins le bruit de fond) dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2. Est ici représenté la 
moyenne ± l’erreur standard moyenne de dix à seize cellules prises quatre jours différents. Les tests statistiques 
réalisés sont des tests de Wilcoxon (vingt minutes vs cinq minutes p=0,0313) et un one sample Wilcoxon test 
(accumulation à cinq minutes vs ratio de fluorescence de 1 p=0,0313 ; accumulation à dix minutes vs ratio de 
fluorescence de 1 p=0,0002 ; accumulation à quinze minutes vs ratio de fluorescence de 1 p=0,0005 ; 
accumulation à vingt minutes vs ratio de fluorescence de 1 p=0,0039).  
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pourrait indiquer leur implication dans le phénomène d’enrichissement de la protéine GFP-

Nox2 au phagosome. Concernant l’hétérogénéité de leur répartition, elle pourrait s’expliquer 

par la présence du volumineux noyau de la cellule.  

Cinétique de la protéine GFP-Nox2 au phagosome pendant les temps longs     

Le devenir de la protéine sur des temps plus long est plus compliqué à observer car la GFP 

est sujette au photoblanchiment entraînant une perte du signal après trois minutes. Pour 

résoudre ce problème une expérience similaire a été entreprise en forçant le contact entre ZO 

et cellule par centrifugation (synchronisation de la phagocytose) à 13°C (afin que la 

phagocytose ne commence pas durant la procédure) et les prises de vue ont été espacées. Les 

images de microscopie confocale montre moins de vésicules cinq et dix minutes après la 

phagocytose comparativement aux images prises aux temps plus court (Figure 43).  

Après cinq minutes le ratio de fluorescence est de 1,4 ± 0,18 (erreur type de la moyenne) 

ce qui est cohérent avec le ratio à trois minutes qui se trouvait autour de 1,2. Si l’accumulation 

se poursuit au cours du temps, elle ne devient significative par rapport à ce référentiel de cinq 

minutes qu’après vingt minutes de phagocytose où le ratio de fluorescence est de 1,7 ± 0,19. 

Cela indique que l’accumulation de Nox2 se poursuit encore vingt minutes après la fermeture 

du phagosome. Lorsque l’on compare les moyennes des ratios obtenues avec une valeur 

théorique de 1,0 (signifiant que la fluorescence au phagosome équivaut à celle à la membrane 

plasmique) on constate que tous les temps présentent une différence significative avec cette 

valeur théorique signifiant que l’accumulation se maintient pendant au moins vingt minutes.  

Dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 la protéine GFP-Nox2 s’accumule au phagosome 

malgré l’absence de granules spécifiques et à gélatinase pour l’y apporter suggérant que 

d’autres mécanismes sont à l’œuvre. Cela conforte les résultats précédents qui indiquent que 

les endosomes précoces et de recyclage contenant la protéine Nox2 fusionnent avec le 

phagosome contribuant à l’enrichissement de la protéine Nox2 au phagosome. De plus les 

vésicules cytoplasmiques qui contiennent la protéine Nox2 semblent 
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disparaître au cours de la phagocytose selon une cinétique qui correspond à l’accumulation 

de la protéine au phagosome. L’accumulation de la protéine commence une minute après le 

scellement du phagosome et se poursuit encore après vingt minutes. Les expériences laissent 

entrevoir une accumulation rapide au commencement (le ratio de fluorescence augmentant 

jusqu’à 1,4 en cinq minutes) puis plus lente par la suite (puisque le ratio n’atteint 1,7 qu’au 

bout de vingt minutes) coïncidant avec la disparition des vésicules.   

Certains pathogènes sont capables de détourner l’assemblage et/ou l’adressage de la 

NADPH oxydase du phagosome des neutrophiles. Notre modèle ayant montré qu’il est 

possible de quantifier l’accumulation de la protéine Nox2 au phagosome au cours de la 

phagocytose, on a tenté d’influer sur l’adressage de la protéine Nox2 dans notre modèle afin 

de mimer l’action de ces pathogènes.  
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Figure 44. Colocalisation des protéines IQGAP1 et Nox2 dans les cellules 
modèles PLB-985 WT non stimulées. (A) Les extraits cellulaires sont 
réalisés cinq ou six jours après la différenciation et les résultats sont 
obtenus par Western-blot en utilisant un anticorps anti-IQGAP1. L’image a 
subi une modification non linéaire grâce à la fonction gamma (γ = 4,4). La 
piste KO correspond aux cellules PLB-985 Nox2-/0, la piste WT aux cellules 
PLB-985 WT et la piste GFP-Nox2 aux cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2. 
n=2. (B) Immunofluorescence de cellules PLB-985 WT préalablement 
incubées vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml d’interféron gamma et 
visualisées en microscopie confocal spinning-disk (100x). Epaisseur de la 
coupe optique (Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt ont été marquées avec 
un anticorps primaire dirigé contre Nox2 ou IQGAP1. L’échelle équivaut à 
trois micromètres. (B-1) Images d’un seul plan d’une pile de dix-neuf 
images. En blanc est représenté le profil d’intensité. (B-2) Le profil 
d’intensité de fluorescence pour les protéines IQGAP1 (rouge) et Nox2 
(vert) passe par des points parmi les plus brillants d’IQGAP1. Afin de 
pouvoir comparer les profils entre eux, les profils ont été normalisés en 
divisant toutes les valeurs d’intensité d’un profil donné par l’intensité 
maximale détectée. (C) Comparaison des moyennes des coefficients de 
corrélation de Pearson entre les protéines IQGAP1 et Nox2 et le contrôle 
négatif (rotation de 180° de l’image représentant Nox2 et calcul du 
coefficient de Pearson). CCP de douze cellules issues de deux expériences 
indépendantes. Le test statistique réalisé est un test de Wilcoxon 
(p=0,0005). 
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4. 

Modulation du recrutement de Nox2 : rôle de IQGAP1  

 

Dans le but de moduler la quantité de la protéine Nox2 au phagosome, on a choisi de cibler 

la protéine IQGAP1. Plusieurs éléments indiquaient son implication dans le recrutement de 

Nox2 au phagosome : son association avec la protéine Nox2 s’avère déterminante pour la 

mobilité de cette dernière dans les cellules endothéliales175 ; la protéine IQGAP1 grâce à son 

association avec l’actine est importante pour le correct adressage des endosomes dans les 

cellules épithéliales244 laissant imaginer pareil rôle dans notre modèle. Enfin elle est ciblée par 

Salmonella enterica du sérotype Typhimurium qui diminue la quantité de cytochrome b558 à la 

membrane du phagosome dans les macrophages lors de sa phagocytose177.  

Expression de la protéine IQGAP1 dans les cellules PLB-985 

Expression d’IQGAP1 dans les cellules non stimulées  

La présence de la protéine IQGAP1 avait déjà été confirmée dans les neutrophiles et dans 

les cellules HL-60245. Nous avons donc analysé son expression dans les cellules PLB-985 ainsi 

que sa colocalisation avec la protéine Nox2 dans ces cellules. Les cellules PLB-985 Nox2 -/0 (KO), 

les cellules PLB-985 WT et les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 présentent une bande 

correspondant à une masse supérieure à 180 kDa (Figure 44A) ce qui correspond à la masse 

attendue pour la protéine IQGAP1 (190 kDa) bien qu’elle soit capable de former des 

homodimères ou des oligomères plus importants246. Dans les cellules PLB-985 WT le CCP 

moyen vaut 0,54, dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 il vaut 0,70 et dans les 

neutrophiles il est égal à 0,70 ; valeurs qui sont significativement supérieures aux conditions 

contrôle correspondantes (respectivement 0,31 ; 0,38 ; 0,20) indiquant une corrélation entre 

les protéines Nox2 et IQGAP1. Les profils d’intensités obtenus à partir des images prises des 

cellules PLB-985 WT, des cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 ou des neutrophiles montrent 

quant à eux une colocalisation partielle entre les protéines Nox2 et IQGAP1 (Figure 44B et C 

et Figure 45, Figure 46).  
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Figure 45. Colocalisation des protéines IQGAP1 et 
Nox2 dans les cellules modèles PLB-985 X-CGD GFP-
Nox2 non stimulées. (A) Immunofluorescence de 
cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 préalablement 
incubées vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml 
d’interféron gamma et visualisées en microscopie 
confocale spinning-disk (100x). Epaisseur de la coupe 
optique (Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt ont été 
marquées avec un anticorps primaire dirigé contre 
Nox2 ou IQGAP1. L’échelle équivaut à trois 
micromètres. (A-1) Images d’un seul plan d’une pile de 
vingt-et-une images. En blanc est représenté le profil 
d’intensité. (A-2) Le profil d’intensité de fluorescence 
pour les protéines IQGAP1 (rouge) et Nox2 (vert) 
passe par des points parmi les plus brillants d’IQGAP1. 
Afin de pouvoir comparer les profils entre eux, les 
profils ont été normalisés en divisant toutes les 
valeurs d’intensité d’un profil donné par l’intensité 
maximale détectée. (B) Comparaison des moyennes 
des coefficients de corrélations de Pearson entre les 
protéines IQGAP1 et Nox2 et le contrôle négatif 
(rotation de 180° de l’image représentant Nox2 et 
calcul du coefficient de Pearson). CCP de huit cellules 
issues de trois expériences indépendantes. Le test 
statistique réalisé est un test de Wilcoxon (p=0,0078).  
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Figure 46. Colocalisation des protéines IQGAP1 et Nox2 
dans les neutrophiles humains non stimulés. (A) 
Immunofluorescence de neutrophiles visualisées en 
microscopie confocale spinning-disk (100x). Epaisseur de 
la coupe optique (Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt ont 
été marquées avec un anticorps primaire dirigé contre 
Nox2 ou IQGAP1. L’échelle équivaut à trois micromètres. 
(A-1) Images d’un seul plan d’une pile de vingt-et-une 
images. En blanc est représenté le profil d’intensité. (A-2) 
Le profil d’intensité de fluorescence pour les protéines 
IQGAP1 (rouge) et Nox2 (vert) passe par des points parmi 
les plus brillants d’IQGAP1. Afin de pouvoir comparer les 
profils entre eux, les profils ont été normalisés en divisant 
toutes les valeurs d’intensité d’un profil donné par 
l’intensité maximale détectée. (B) Comparaison des 
moyennes des coefficients de corrélations de Pearson 
entre les protéines IQGAP1 et Nox2 et le contrôle négatif 
(rotation de 180° de l’image représentant Nox2 et calcul 
du coefficient de Pearson). CCP de dix cellules issues de 
trois expériences indépendantes. Le test statistique 
réalisé est un paired t test (p<0,0001)  
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Figure 47. Cinétique de la protéine GFP-GFP-IQGAP1 au phagosome dans les cellules PLB-985 WT. Les cellules 
PLB-985 WT sont préalablement incubées vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml d’interféron gamma. Les cellules 
sont transfectées six heures avant l’expérience. Cinétique de la protéine GFP-GFP-IQGAP1 au phagosome, lors 
de la phagocytose de particules de ZO, trente secondes avant sa fermeture et jusqu’à deux minutes après la 
fermeture du phagosome. Les particules de ZO sont ajoutées extemporanément de sorte que le contact entre la 
cellule et ces dernières soit observable (microscopie à épifluorescence, grossissement x60). Images à différents 
temps de phagocytose. Chaque image est issue d’une pile de treize images. L’étoile blanche correspond au 
phagosome suivi au cours du temps. L’échelle représente cinq micromètres. n=1. 
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Figure 48. Colocalisation des protéines IQGAP1 et Nox2 à 
proximité du phagosome dans les cellules PLB-985 WT. (A) 
Immunofluorescence de cellules PLB-985 WT préalablement 
incubées vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml d’interféron gamma 
et visualisées en microscopie confocale spinning-disk après dix 
minutes de phagocytose synchronisée de particules de ZO 
marquées avec du Texas Red (100x). Epaisseur de la coupe 
optique (Z), 584 nm. Les protéines d’intérêt ont été marquées 
avec un anticorps primaire dirigé contre Nox2 ou IQGAP1. 
L’échelle équivaut à trois micromètres. (A-1) Images de trois plans 
d’une pile de quinze images. L’encadré correspond à la zone 
agrandie à droite. En blanc est représenté le profil d’intensité. La 
flèche indique les régions où les profils d’intensité des protéines 
correspondent. (A-2) Le profil d’intensité de fluorescence pour les 
protéines IQGAP1 (rouge) et Nox2 (vert) passe par des points 
parmi les plus brillants d’IQGAP1. Afin de pouvoir comparer les 
profils entre eux, les profils ont été normalisés en divisant toutes 
les valeurs d’intensité d’un profil donné par l’intensité maximale 
détectée. (B) Comparaison des moyennes des coefficients de 
corrélations de Pearson entre les protéines IQGAP1 et Nox2 et le 
contrôle négatif (rotation de 180° de l’image représentant Nox2 
et calcul du coefficient de Pearson). CCP de quatorze cellules 
issues de deux expériences indépendantes. Le test statistique 
réalisé est un test de Wilcoxon (p=0,0002).  
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Figure 49. Colocalisation des protéines IQGAP1 et Nox2 à 
proximité du phagosome dans les neutrophiles humains. (A) 
Immunofluorescence de neutrophiles visualisées en 
microscopie confocale spinning-disk après dix minutes de 
phagocytose synchronisée de particules de ZO marquées avec 
du Texas Red (100x). Epaisseur de la coupe optique (Z), 584 nm. 
Les protéines d’intérêt ont été marquées avec un anticorps 
primaire dirigé contre Nox2 ou IQGAP1. L’échelle équivaut à 
trois micromètres. (A-1) Images de trois plans d’une pile de dix-
neuf images. L’encadré correspond à la zone agrandie à droite. 
En blanc est représenté le profil d’intensité. La flèche indique 
les régions où les profils d’intensité des protéines 
correspondent. (A-2) Le profil d’intensité de fluorescence pour 
les protéines IQGAP1 (rouge) et Nox2 (vert) passe par des 
points parmi les plus brillants d’IQGAP1. Afin de pouvoir 
comparer les profils entre eux, les profils ont été normalisés en 
divisant toutes les valeurs d’intensité d’un profil donné par 
l’intensité maximale détectée. (B) Comparaison des moyennes 
des coefficients de corrélations de Pearson entre les protéines 
IQGAP1 et Nox2 et le contrôle négatif (rotation de 180° de 
l’image représentant Nox2 et calcul du coefficient de Pearson). 
CCP de onze cellules issues de trois expériences 
indépendantes. Le test statistique réalisé est un test de 
Wilcoxon (p=0,001).  
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Figure 50. Effet des siARN dirigés contre la protéine IQGAP1 dans les cellules PLB-985 WT. La transfection des 
siARN contrôle ou IQGAP1 est effectuée soixante-douze heures avant l’extraction protéique. Les images ont subi 
une modification non linéaire grâce à la fonction gamma (γ = 4,35). n=2. (A) Les extraits cellulaires sont réalisés 
cinq ou six jours après la différenciation et les résultats sont obtenus par Western-blot en utilisant un anticorps 
anti-IQGAP1. (B) La détermination de l’expression de la protéine IQGAP1 après transfection par les siARN a été 
obtenu après normalisation de l’intensité des bandes correspondant à la protéine IQGAP1 par l’intensité des 
bandes correspondant à la protéine LDH. Est ici représentée la moyenne ± l’erreur standard moyenne de deux 
expériences indépendantes.  
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Présence de la protéine IQGAP1 lors de la phagocytose dans notre modèle  

Après transfection des cellules PLB-985 WT par un plasmide codant pour la protéine de 

fusion GFP-GFP-IQGAP1, les cellules ont été mises en présence de particules de ZO pour 

déterminer la localisation de la protéine IQGAP1 durant la phagocytose dans notre modèle. 

Ce résultat préliminaire suggère que la protéine IQGAP1 s’accumule dès la formation des 

pseudopodes à la coupe phagocytaire, trente secondes avant la fermeture du phagosome. 

Lors de la fermeture du phagosome (zéro seconde) la protéine est encore fortement 

accumulée à la base du phagosome (anciennement la coupe phagocytaire). Elle se répartit au 

phagosome de manière plus homogène après trente secondes de phagocytose et elle n’est 

plus présente que localement une minute après la fermeture du phagosome. Sur des temps 

plus longs, elle semble ne plus être présente au phagosome (Figure 47).  

Cette expérience doit être confirmée mais elle semble indiquer que la protéine IQGAP1 est 

bien impliquée dans la phagocytose au sein des cellules PLB-985. Sa présence semble suivre 

celle de la disparition des vésicules contenant la protéine GFP-Nox2 dans les cellules PLB-985 

X-CGD GFP-Nox2.      

Colocalisation des protéines IQGAP1 et Nox2 lors de la phagocytose dans notre modèle  

Lors de la phagocytose les protéines Nox2 et IQGAP1 sont toutes deux observées à 

proximité du phagosome dans les cellules PLB-985 WT et dans les neutrophiles. Le CCP vaut 

0,39 dans les cellules PLB-985 WT et 0,72 dans les neutrophiles ce qui est significativement 

supérieur à ceux calculés pour les contrôles correspondant (respectivement 0,16 ; 0,25) 

indiquant une corrélation entre les deux protéines. Les profils d’intensités révèlent une 

colocalisation partielle de ces protéines dans les deux types cellulaires (Figure 48 et Figure 49).  

Rôle de la protéine IQGAP1 dans notre modèle 

L’évaluation de l’importance de la protéine IQGAP1 dans notre modèle nécessita la 

diminution de son expression grâce à des small interferent ARN (siARN) dans les cellules PLB-

985 WT. En utilisant ceux décrit précédemment172, l’expression de la protéine a pu être 

diminué de 90%, soixante-douze heures après la transfection (Figure 50).  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51. Effet des siARN dirigés contre la protéine IQGAP1 sur la phagocytose dans les cellules PLB-985 WT. 
La transfection des siARN contrôle ou IQGAP1 est effectuée soixante-douze heures avant l’expérience. Les 
cellules sont préalablement incubées avec 0,1 µg/ml d’interféron gamma pendant vingt-quatre heures. La 
phagocytose de particules de ZO marquées avec de l’Alexa 405 est suivi, après dix ou trente minutes, par 
cytométrie en flux dans les cellules transfectées avec les siARN contrôle (jaune) ou les siARN IQGAP1 (orange). 
(A) Dans les cytogrammes les courbes pleines représentent les cellules seules, les courbes claires le temps dix 
minutes et les foncées le temps trente minutes. La délimitation sépare les cellules qui n’ont pas phagocytées 
(gauche, -) des cellules qui ont phagocytées (droite, +). Est considéré comme négative toute cellule dont la 
fluorescence, après ajout de BT, est inférieure à la fluorescence des particules de ZO A405 seules en présence de 
BT. (B) Le pourcentage de cellules ayant phagocytées (par rapport aux cellules transfectées avec un siARN 
contrôle) est obtenu après l’ajout de BT pour éliminer la fluorescence des particules fixées mais non internalisées. 
Est ici représenté le pourcentage de cellules ayant phagocytées aux différents temps par rapport à la condition 
contrôle (moyenne ± l’erreur standard moyenne de trois expériences indépendantes).  
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Figure 52. Effet des siARN dirigés contre la protéine IQGAP1 sur la production de FRO en cytométrie. La 
transfection des siARN contrôle ou IQGAP1 est effectuée soixante-douze heures avant l’expérience. Les cellules 
sont préalablement incubées avec 0,1 µg/ml d’interféron gamma pendant vingt-quatre heures. L’oxydation après 
leur phagocytose des levures liées au DCFH2 est suivie après trente minutes par cytométrie dans les cellules 

transfectées avec le siARN contrôle (jaune) ou avec le siARN IQGAP1 (orange). (A) Dans les cytogrammes les 
courbes pleines représentent les cellules seules et les foncées le temps trente minutes. La délimitation 
correspond aux cellules qui ne contiennent pas de levures dont le DCFH2 a été oxydé (gauche, -) et aux cellules 

dans lesquelles le DCFH2 des levures a été oxydé (droite, +). Est considéré comme négative toute cellule dont la 

fluorescence est inférieure à la fluorescence des levures DCFH2 seules. (B) La moyenne de fluorescence est 

obtenue après l’ajout de BT pour éliminer la fluorescence des particules fixées mais non internalisées. Est ici 
représentée la moyenne de fluorescence en pourcentage par rapport au contrôle (moyenne ± l’erreur standard 
moyenne de quatre expériences indépendantes). 
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Figure 53. Effet des siARN sur la production de FRO en luminométrie. La transfection des siARN contrôle ou 
IQGAP1 est effectuée soixante-douze heures avant l’expérience. Les cellules sont préalablement incubées avec 
0,1 µg/ml d’interféron gamma pendant vingt-quatre heures. L’activité de la NADPH oxydase a été mesurée par 
chimiluminescence grâce au L-012 dans les cellules siARN contrôle (jaune) ou siARN IQGAP1 (orange). (A) Est 
représenté ici, la cinétique de production de FRO au cours du temps en présence de particules de ZO et l’aire 
sous la courbe correspondante (gauche). La courbe mauve correspond à la production de FRO par les cellules 
transfectées avec le siARN contrôle en absence de particules de ZO. La courbe rose (masqué par la courbe mauve) 
correspond à la production de FRO par les cellules transfectées avec le siARN IQGAP1 en absence de particules 
de ZO. (B) Le même protocole a été réalisé pour la mesure de l’activité de la NADPH oxydase en présence de 
PMA et l’aire sous la courbe en présence de PMA est présentée à droite. Est ici représentée la moyenne ± l’erreur 
standard moyenne de trois expériences indépendantes.  
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Par la suite on a quantifié l’effet de cette réduction de l’expression de la protéine IQGPA1 sur 

le taux de phagocytose et la production de FRO.  

Impact de l’inhibition de la protéine IQGAP1 sur la phagocytose 

Les cellules ont été incubées avec des particules de ZO marquées avec un fluorophore pour 

déterminer l’impact de la protéine IQGAP1 sur la phagocytose dans les PLB-985 WT. Après dix 

minutes, les cellules ayant subi une transfection avec le siARN contrôle ou le siARN IQGAP1 

ont internalisé un taux similaire de particules de ZO et cette même propension à la 

phagocytose se confirme dans le temps (Figure 51). L’absence d’effet des siARN pourrait 

indiquer qu’il existe des mécanismes compensatoires dans notre modèle.  

Impact de l’inhibition de la protéine IQGAP1 sur la production de FRO 

L’absence d’effet sur la phagocytose ne signifie pas que la protéine IQGAP1 n’intervient pas 

dans le recrutement de la protéine Nox2 au phagosome. La production de FRO a donc été 

évaluée par cytométrie en flux en mesurant l’oxydation de levures liées de manière covalente 

à la dichlorofluoresceine (DCFH2) et en luminométrie en présence de particules de ZO. Les 

résultats avec les levures DCFH2 montrent une oxydation similaire des levures DCFH2 par les 

cellules transfectées avec le siARN contrôle et par les cellules transfectées avec le siARN 

IQGAP1 aux différents temps étudiés (Figure 52). Cette oxydation entraîne une fluorescence 

cinq fois plus importante des levures après dix minutes et dix fois plus importante après trente 

minutes par rapport aux levures DCFH2 seules en l’absence de BT (non montré). Ces 

observations sont confirmées par celles effectuées en luminométrie, où la cinétique de 

production des FRO, de même que la production totale, sont similaires quel que soit le siARN 

utilisé. La stimulation des cellules PLB-985 WT transfectées avec les siARN contrôle ou IQGAP1, 

par du PMA, ne montre là encore aucune différence dans la quantité de FRO après soixante 

minutes (Figure 53).  

En conclusion la protéine IQGAP1 est présente dans notre modèle et semble impliquée 

dans la phagocytose puisqu’elle est présente à la coupe phagocytaire. De plus elle colocalise 

partiellement avec la protéine Nox2 dans les cellules non stimulées ou à proximité du 

phagosome lors de la phagocytose de particules de ZO. Cependant sa présence ne semble pas 
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nécessaire à la phagocytose ou à la production de FRO dans les cellules PLB-985 puisque la 

réduction de 90% de son expression n’entraine pas de phénotype observable. Il est possible 

que la protéine IQGAP2 également présente dans les neutrophiles compense l’absence de la 

protéine IQGAP1. Il faudrait donc reprendre cette étude en diminuant l’expression des deux 

protéines. Pour compléter cette étude sur le trafic membranaire de la protéine Nox2, on s’est 

intéressé à l’organisation de la protéine Nox2 au niveau de la synapse phagocytaire et à son 

évolution au cours du temps.  
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5. 

Organisation spatiale de Nox2 à la synapse phagocytaire  

 

On désirait notamment déterminer si une organisation particulière de la protéine Nox2 

prédomine au niveau de la synapse phagocytaire comme c’est le cas pour certaines protéines 

connues pour y être impliquées (actine, intégrine, phosphatase, récepteurs Fcγ). Certaines de 

ces protéines forment des clusters (rassemblement de protéines allant de quelques 

nanomètres à l’échelle du micromètre) de la taille du micromètre aussi était-il intéressant de 

regarder l’organisation éventuelle de la protéine Nox2 en clusters.  

Des cellules PLB-985 WT et PLB-985 p47phox ΔGT (n’exprimant plus la protéine p47phox du 

fait d’une délétion de dinucléotide GT conduisant à l’insertion d’un codon stop précoce) ont 

été mises en condition de phagocytose frustrée et étudiées grâce aux techniques de 

microscopie TIRF-dSTORM. L’organisation des protéines Nox2 dans la membrane a été 

comparée dans deux conditions semblable à celles utilisées par Yokosuka et al.228 et Freeman 

et al.119 : cellules adhérentes sur poly-lysine mimant une cellule non activée (pas de 

production de FRO) ; cellules adhérentes à un complexe anticorps-antigène une ou dix 

minutes. Cette condition correspond à une phagocytose frustrée, les complexes anticorps-

antigènes sont reconnus par les récepteurs Fcγ, les cellules ne peuvent cependant réaliser une 

phagocytose complète avec fermeture du phagosome. 

Analyse de la répartition et de la taille des clusters  

L’analyse des images obtenues nécessite l’utilisation de deux logiciels indépendants. Le 

premier, ThunderSTORM, va détecter les évènements (clignotement d’un fluorophore) acquis 

dans les 20 000 séquences. Le second logiciel, SR Tessler, utilise la liste des évènements 

obtenus pour détecter des clusters grâce à la technique du DBSCAN. Dans notre cas sont 

considérés comme cluster tout ensemble de quinze évènements où chaque évènement est à 

moins de quarante nanomètres de diamètre de dix autres évènements. On obtient alors une 

seconde liste comportant la taille, le nombre d’évènements et la position de chacun des 

clusters.  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54. Organisation des clusters à la surface des cellules PLB-985 WT. Les cellules ont été incubées sur des 
lamelles recouvertes de poly-lysine ou de complexe BSA/anti-BSA pendant une à dix minutes à 37°C. Elles ont 
par la suite été fixées puis marquées avec un anticorps anti-Nox2 (souris) puis un anti-souris A647 avant d’être 
visualisées en microscopie dSTORM (x100). L’échelle représente trois micromètres. (A) Carte des localisations 
des évènements dans une cellule, dans chacune des conditions. Pour la condition phagocytose frustrée dix 
minutes, la carte des clusters dans cette cellule est également présentée. Sur la carte des clusters chaque point 
rouge correspond à un cluster. (B) Graphique représentant la répartition de la taille de l’ensemble des clusters 
présents dans les cellules. Le pourcentage de clusters ayant un diamètre donné dans les cellules adhérentes à la 
poly-lysine est représentée en bleu, les cellules en condition de phagocytose frustrée une minute sont 
représentées jaune et celles à dix minutes en orange. n= 11 cellules adhérentes sur de la poly-lysine (deux jours 
indépendants), n=8 cellules adhérentes en condition de phagocytose frustrée un minute et n=31 cellules en 
conditions de phagocytose frustrée dix minutes (trois jours indépendants). 
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Figure 55. Taille des clusters à la surface des cellules PLB-985 p47
phox

 ∆GT. Les cellules ont été incubées sur des 
lamelles recouvertes de poly-lysine ou de complexe BSA/anti-BSA pendant une à dix minutes à 37°C. Elles ont 
par la suite été fixées puis marquées avec un anticorps anti-Nox2 (souris) puis un anti-souris A647 avant d’être 
visualisées en microscopie dSTORM (x100). L’échelle représente trois micromètres. Le graphique représente la 
répartition de la taille de l’ensemble des clusters présents dans les cellules. Le pourcentage de clusters ayant un 
diamètre donné dans les cellules adhérentes à la poly-lysine est représenté en bleu, dans la condition 
phagocytose frustré une minute en rose, dans la condition phagocytose frustré dix minutes en violet. n=10 
cellules adhérentes sur la poly-lysine (deux jours indépendants), n=12 cellules adhérentes en condition de 
phagocytose frustrée une minute (trois jours indépendants), n=10 cellules adhérentes en condition de 
phagocytose frustrée dix minutes (deux jours indépendants).   
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Répartition des clusters 

Visuellement lorsque l’on regarde la répartition des clusters de la protéine Nox2 à la surface 

des cellules, ils se répartissent de manière localisée. Bien que des zones de densité plus faible 

transparaissent, leur répartition semble équivalente dans les conditions testées. De plus 

aucun schéma caractéristique ne se dégage comme le montre la carte associée à la cellule 

après dix minutes de phagocytose frustré, où chaque cluster est représenté par un point rouge 

(Figure 54A).  

Taille des clusters 

L’analyse DBSCAN nous indique que la taille moyenne des clusters de la protéine Nox2 dans 

les cellules PLB-985 WT est de 60,5 ± 7,1 nanomètres de diamètre (écart-type) lorsqu’il s’agit 

des cellules adhérentes sur poly-lysine. Le diamètre moyen des clusters de la protéine Nox2 

dans les cellules en condition de phagocytose frustrée, après une minute, est de 66,2 ± 10,5 

nanomètres et de 63,6 ± 17,25 nanomètres après dix minutes (Figure 54B). La surface occupée 

par un cluster de 60 nm de diamètre est de 2827 nm² tandis qu’une fois assemblé le complexe 

de la NADPH oxydase mesure entre 3 et 10 nm247, ce qui lui confère une surface approximative 

de 78,5 nm² (pour un diamètre théorique de 10 nm) soit trente-six fois moins que la surface 

du cluster. Il pourrait donc y avoir jusqu’à trente-six protéines Nox2 par cluster.  

Pour savoir si la présence des sous-unités cytoplasmiques à la membrane influence la taille 

des clusters de la protéine Nox2, des cellules PLB-985 p47phox ΔGT ont été utilisées (Figure 55). 

Sans la protéine p47phox il n’y a plus de recrutement des protéines p40phox et p67phox à la 

membrane plasmique. C’est donc une condition similaire à celle des cellules adhérentes sur 

poly-lysine où la NADPH oxydase n’est pas activée et donc où les sous-unités cytoplasmiques 

ne sont pas recrutées à la membrane. Avec les cellules PLB-985 p47phox ∆GT la distribution de 

la taille des clusters est similaire à celle observée avec les cellules PLB-985 WT. La taille 

moyenne des clusters de la protéine Nox2 dans les cellules adhérentes sur poly-lysine est de 

58,3 ± 11,5 nanomètres de diamètre, dans les cellules adhérentes en condition de 

phagocytose frustrée après une minute min elle est de 60,5 ± 5,2 et pour les cellules en 

condition de phagocytose frustrée après dix minutes elle est de 64,13 ± 8 nanomètres de  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56. Comparaison de l’étalement des cellules PLB-985 WT et des cellules PLB-985 p47
phox

 ∆GT. Les cellules 
ont été incubées sur des lamelles recouvertes de poly-lysine ou de complexe BSA/anti-BSA pendant une à dix 
minutes à 37°C. Elles ont par la suite été fixées puis marquées avec un anticorps anti-Nox2 (souris) puis un anti-
souris A647 avant d’être visualisées en microscopie dSTORM (x100). (A) La surface d’étalement des cellules PLB-
985 WT est représentée en micromètre carré pour les trois conditions : cellules adhérentes à la poly-lysine (bleu), 
condition phagocytose frustré une minute (jaune), condition phagocytose frustré dix minutes (orange). Est 
représentée la moyenne ± l’erreur standard moyenne. n= 11 cellules adhérentes sur de la poly-lysine (deux jours 
indépendants), n=8 cellules adhérentes en condition de phagocytose frustrée une minute min et n=31 cellules 
en conditions de phagocytose frustrée dix minutes (trois jours indépendants). (B) Surface d’étalements des 

cellules PLB-985 p47
phox

 ∆GT selon le même protocole que précédemment. Les cellules adhérentes à la poly-
lysine sont représentées en bleu, la condition phagocytose frustré une minute en rose, la condition phagocytose 
frustré dix minutes en violet. Est représentée la moyenne ± l’erreur standard moyenne. n=10 cellules adhérentes 
sur la poly-lysine (deux jours indépendants), n=12 cellules adhérentes en condition de phagocytose frustrée une 
minute (trois jours indépendants), n=10 cellules adhérentes en condition de phagocytose frustrée dix minutes 
(deux jours indépendants). (C) Pourcentage de l’étalement des cellules PLB-985 WT et PLB-985 p47phox ∆GT lors 
de la phagocytose frustrée t=1 min ou t=10 min, par rapport à la surface d’étalement moyenne des cellules en 
condition poly-lysine. Les tests statistiques réalisés (A et B) sont des tests de Mann-Whitney (** p=0,0013) et 
pour C il s’agit d’un test de student (** p=0,0032). 
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diamètre. Cela indique que le recrutement des sous-unités cytoplasmique n’a pas d’influence 

sur le regroupement des clusters de la protéine Nox2 au plasmalemme lors de la phagocytose 

frustrée.   

La taille des clusters dans les conditions contrôle montre que la protéine Nox2 est 

naturellement organisée en nano-clusters dont la taille n’évolue pas au cours de la 

phagocytose. Ces nano-clusters se répartissent dans la membrane sans suivre un schéma 

précis. Cette répartition aléatoire des clusters de la protéine Nox2 au niveau de la synapse 

phagocytaire permet d’imaginer un parallèle avec la synapse immunologique entre les 

thymocytes et les cellules du stroma où les thymocytes sont polarisés mais où les clusters de 

TCR sont répartis de manière aléatoire248. 

Analyse de l’étalement des cellules et du nombre de clusters à la membrane  

Mesure de l’étalement des cellules 

Il n’y a pas de différences significatives d’étalement entre les cellules PLB-985 WT mises en 

condition de phagocytose frustrée au bout d’une minute (189 µm²) et celles déposées sur de 

la poly-lysine (179 µm²). En revanche après dix minutes de phagocytose frustrée, il y a une 

augmentation significative de la surface des cellules (270 µm²) comparativement à celles 

déposées sur poly-Lysine (Figure 56A). Lorsque l’on s’intéresse aux cellules PLB-985 p47phox 

∆GT il n’y a pas de différence significative dans la surface d’étalements des cellules qui est de 

216 µm² pour les cellules adhérentes sur poly-lysine, de 188 µm² après une minute de 

phagocytose frustrée et de 216 µm² après 10 minutes de phagocytose frustrée (Figure 56B). 

La comparaison de l’étalement relatif des cellules en condition de phagocytose frustrée après 

t=1 min ou t=10 min par rapport à l’étalement moyen des cellules en condition poly-lysine 

montre une augmentation significative de l’étalement des cellules PLB-985 WT (167,9%) par 

rapport aux cellules PLB-985 p47phox ∆GT (95%) après dix minutes de phagocytose frustrée 

(Figure 56C).     

Cette expérience suggère un rôle de l’activation de la NADPH oxydase dans l’étalement des 

cellules lors de la phagocytose frustrée. Trois points appuient cette hypothèse. Tout d’abord 

dans les cellules PLB-985 p47phox ∆GT, où il n’y a pas d’activation de la NADPH oxydase, il n’y 

a pas de variation de l’étalement des cellules en fonction des conditions. De plus avec les PLB-

985 WT l’étalement est significativement plus important après dix minutes de phagocytose  



 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57. Comparaison de la concentration des clusters à la surface des cellules PLB-985 WT et PLB-985 p47
phox

 
∆GT. Les cellules ont été incubées sur des lamelles recouvertes de poly-lysine ou de complexe BSA/anti-BSA 
pendant une à dix minutes à 37°C. Elles ont par la suite été fixées puis marquées avec un anticorps anti-Nox2 
(souris) puis un anti-souris A647 avant d’être visualisées en microscopie dSTORM (x100). (A) Est représenté le 
nombre de clusters de la protéine Nox2 à surface des cellules PLB-985 WT pour les trois conditions en valeur 
absolu : cellules adhérentes à la poly-lysine (bleu), condition phagocytose frustré une minute (jaune), condition 
phagocytose frustré dix minutes (orange). Est représentée la moyenne ± l’erreur standard moyenne. n= 11 
cellules adhérentes sur de la poly-lysine (deux jours indépendants), n=8 cellules adhérentes en condition de 
phagocytose frustrée une minute et n=31 cellules en conditions de phagocytose frustrée dix minutes (trois jours 

indépendants). (B) Nombre de clusters de la protéine Nox2 à la surface des cellules PLB-985 p47
phox

 ∆GT, selon 
le même protocole que précédemment. Les cellules adhérentes à la poly-lysine sont représentées en bleu, la 
condition phagocytose frustré une minute en rose, la condition phagocytose frustré dix minutes en violet. Est 
représentée la moyenne ± l’erreur standard moyenne). n=10 cellules adhérentes sur la poly-lysine (deux jours 
indépendants), n=12 cellules adhérentes en condition de phagocytose frustrée une minute (trois jours 
indépendants), n=10 cellules adhérentes en condition de phagocytose frustrée dix minutes (deux jours 
indépendants). (C) Comparaison du nombre de clusters de la protéine Nox2 à la surface des cellules PLB-985 WT 

et PLB-985 p47
phox

 ∆GT lors de la phagocytose frustrée une minute ou dix minutes. Les tests statistiques réalisés 
sont des tests de Mann-Whitney (* p=0,046). 
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frustrée (activation de la NADPH oxydase) comparativement à l’étalement des cellules 

adhérentes sur poly-lysine (pas d’activation de la NADPH oxydase). Enfin on constate un 

étalement relatif (surface d’étalement en condition de phagocytose frustrée divisé par la 

surface moyenne d’étalement en condition poly-lysine) significativement plus important des 

cellules PLB-985 WT par rapport aux cellules PLB-985 p47phox ∆GT après dix minutes de 

phagocytose frustrée (72,9% de plus). Le rôle du complexe NADPH oxydase dans l’étalement 

des cellules pourrait être vérifié en empêchant le fonctionnement de la NADPH oxydase dans 

les cellules PLB-985 WT, en utilisant du diphenyleneiodonium249. 

Nombre de clusters à la membrane 

Dans les cellules PLB-985 WT, il n’y a pas de différence significative quant au nombre de 

clusters de la protéine Nox2 entre les différentes conditions (Figure 57A). Cependant une 

hétérogénéité se manifeste au sein des cellules PLB-985 WT dans chacune des conditions où 

il semble constamment y avoir une population ayant entre 700 et 1100 clusters. Cette 

population représente six cellules sur les onze adhérentes en présence de poly-lysine (54%), 

quatre cellules sur les huit (50%) en condition de phagocytose frustrée une minute mais 

seulement cinq cellules sur les trente-et-une (16%) en condition de phagocytose frustrée dix 

minutes. A l’inverse après dix minutes de phagocytose frustrée, huit cellules sur trente-et-une 

(25%) expriment plus de 2000 clusters à leur surface alors qu’aucune des onze cellules 

adhérentes sur la poly-lysine ne présente autant de cluster à sa surface (le maximum étant de 

1937 clusters) et qu’une seule des huit cellules en condition de phagocytose frustrée une 

minute atteint ce nombre. De même quinze cellules sur les trente-et-une (48%) en condition 

de phagocytose frustrée dix minutes présentent plus de 1500 clusters à leur surface quand 

seulement une seule cellule dépasse ce seuil dans chacune des deux autres conditions.  

Dans les cellules PLB-985 p47phox ∆GT (Figure 57B) les populations présentes sont 

sensiblement les mêmes que dans les cellules PLB-985 WT. Ainsi six cellules adhérentes sur 

poly-lysine sur dix (60%) ont entre 700 et 1100 clusters à leur surface. Cette population 

représente 50% des cellules en condition de phagocytose frustrée une minute et 63% des 

cellules en condition de phagocytose frustrée dix minutes. Seule une cellule a plus de 1500 

clusters à sa surface pour les cellules adhérentes sur poly-lysine comme pour les cellules en 
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condition de phagocytose frustrée dix minutes. Pour les cellules en condition de phagocytose 

frustrée une minute se sont deux cellules sur douze (16%) seulement qui ont plus de 1500 

clusters à leur surface. 

La comparaison des résultats obtenus avec les cellules PLB-985 WT et avec les cellules PLB-

985 p47phox ∆GT révèle une augmentation significative de la quantité de clusters à la 

membrane plasmique dans les cellules PLB-985 WT après dix minutes de phagocytose frustré 

par rapport aux cellules PLB-985 p47phox ∆GT (Figure 57C).  

Comme observé en microscopie confocale lors de la phagocytose de particule de ZO par les 

PLB-985 X-CGD GFP-Nox2, il y a bien une accumulation de la protéine Nox2 après dix minutes 

de phagocytose frustrée dans les cellules PLB-985 WT. L’hétérogénéité du nombre de cluster 

présent à leur surface pourrait s’expliquer par les travaux montrant qu’au sein d’une 

population de neutrophiles seul une moitié est capable de phagocyter de prime abord167,250. 

Concernant l’absence d’augmentation du nombre de cluster après dix minutes de 

phagocytose frustrée dans les cellules PLB-985 p47phox ∆GT par rapport aux cellules PLB-985 

WT (Figure 57), il est possible que cela soit dû à l’absence de production de FRO. En effet, 

comme déjà précisé, l’absence de la protéine p47phox dans les cellules se traduit par une 

absence de translocation des sous-unités cytoplasmiques à la membrane et donc une absence 

d’activation de la NADPH oxydase. Cette expérience laisse donc penser que la présence de la 

protéine p47phox au plasmalemme avec les autres sous-unités cytoplasmiques est nécessaire 

pour le recrutement de la protéine Nox2 à la membrane plasmique lors de la phagocytose 

frustrée. Puisque ce recrutement implique une fusion des endosomes avec le phagosome 

(chapitre deux), ces résultats suggèrent un mécanisme de fusion dépendant des FRO. La 

diminution de cette fusion des endosomes avec la membrane plasmique en phagocytose 

frustrée pourrait également expliquer la différence d’étalement après dix minutes de 

phagocytose frustrée dans les cellules PLB-985 p47phox ∆GT par rapport au cellules PLB-985 

WT du fait de contraintes mécaniques (Introduction – Chapitre deux). 
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Les neutrophiles sont les premières cellules recrutées au site de l’inflammation, qu’elle soit 

stérile ou infectieuse. L’une de leur réponse la plus étudiée concerne la production de FRO par 

la NADPH oxydase. A l’aide du modèle de cellules neutrophil-like PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 on 

s’est intéressé à la dynamique de la protéine Nox2 (la sous-unité catalytique de la NADPH 

oxydase) lors de la phagocytose. Tout d’abord nous avons caractérisé ce modèle cellulaire en 

évaluant le taux de phagocytose et la production de FRO. Puis nous avons étudié la présence 

de la protéine GFP-Nox2 dans des structures vésiculaires cytoplasmiques mobilisables durant 

la phagocytose. Notre étude suggéra qu’au moins une partie de ces structures sont des 

endosomes précoces et de recyclage contenant Nox2. En poursuivant nos investigations, nos 

résultats indiquèrent que ces endosomes fusionnent avec le phagosome lors de la 

phagocytose, expliquant la disparition des structures vésiculaires observées. De plus notre 

modèle a permis la mise en évidence d’une accumulation de la protéine GFP-Nox2 au 

phagosome dès sa fermeture, suggérant l’apport de la protéine Nox2 au phagosome par les 

endosomes. Nos expérimentations ont montré que la protéine IQGAP1 ne semble impliquée 

ni dans la phagocytose ni dans la mobilité de la protéine Nox2 lors de la phagocytose de levure 

DCFH2 recouvertes d’opsonines. Enfin les travaux menés en microscopie super-résolution 

indiquèrent que la protéine Nox2 se présente sous forme de clusters. Le nombre de ces 

clusters augmente lors de la phagocytose frustrée. Cette augmentation serait dépendante de 

la formation d’un complexe actif avec les sous-unités cytosoliques. En effet, dans les cellules 

déficientes pour la protéine p47phox (où il n’y a pas d’assemblage de la NADPH oxydase) le 

nombre de clusters de protéines Nox2 reste stable au cours de la phagocytose.     

Après discussion de la pertinence de notre modèle, on abordera les différentes localisations 

possibles de la protéine Nox2 dans nos cellules. On discutera ensuite du trafic de la protéine 

Nox2 vers et depuis le phagosome ainsi que des mécanismes responsables de ce trafic. Pour 

finir nous reviendrons sur l’organisation en cluster de la protéine Nox2 et sur les mécanismes 

permettant son recrutement en phagocytose frustrée.     
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Pertinence du modèle cellulaire PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 

La caractérisation des cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 a montré qu’elles ont une 

cinétique de production de FRO différente des cellules PLB-985 WT. Elles produisent autant 

de FRO que les cellules PLB-985 WT en présence de PMA mais cette production est moins 

intense et s’étale sur douze heures. De plus elles phagocytent moins efficacement que les 

cellules PLB-985 WT ce qui pourrait être en lien avec cette modification de la cinétique de 

production de FRO. 

Rôle de la séquence de liaison dans la production de FRO 

La différence de cinétique de production de FRO pourrait s’expliquer par la présence des 

onze acides aminés entre la protéine GFP et la protéine Nox2. Des résultats préliminaires 

obtenus par nos soins avec une séquence de liaison plus longue entre la protéine Nox2 et la 

protéine fluorescente suggèrent l’importance de ce paramètre dans la cinétique de 

production des FRO. La structure de la protéine Nox5 (un homologue de la protéine Nox2) 

montre que si la séquence de liaison entre la protéine Nox2 et la protéine fluorescente est 

trop courte, cela risque d’interférer avec la partie cytoplasmique de la protéine où se trouvent 

les sites de fixation du FADH et du NADPH158,251 ou avec la fixation des sous-unités 

cytoplasmiques. La partie C-terminale de la protéine Nox2 interagit avec la protéine p22phox 

252 ce qui pourrait expliquer la difficulté d’obtenir une protéine de fusion fonctionnelle lorsque 

la protéine fluorescente se trouve en C-terminal. Cependant les travaux menés par von 

Löhneysen et al.253 montrent que même l’ajout d’une courte séquence comme l’épitope V5 

(GKPIPNPLLGLDST) en N-terminal de la protéine Nox2 suffit à fortement diminuer la 

production de FRO laissant supposer que l’encombrement spatial n’est pas le seul paramètre 

impliqué.  

 Une revue de Chen et al.232 portant sur l’importance de la taille et de la composition des 

séquences de liaison, indique que plus la taille de la séquence de liaison entre deux protéines 

est grande plus la cytotoxicité de la protéine de fusion est faible, son activité biologique 

importante et son repliement facilité.  
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Phagocytose des cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 

Les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 phagocytent 80% moins que les cellules PLB-985 WT 

mais leur taux de phagocytose n’est pas significativement différent de celui des cellules PLB-

985 Nox2-/0 dont elles sont issues. Cette différence avec les cellules PLB-985 WT coïncide 

partiellement avec les résultats obtenus avec les neutrophiles de patients ne produisant pas 

de FRO (car souffrant de granulomatose septique chronique) dont le taux de phagocytose des 

neutrophiles est inférieur de 20% par rapport au taux de phagocytose de neutrophiles de 

personnes saines lors de la phagocytose de bactéries Staphylococcus aureus recouvertes 

d’opsonines231. Ces résultats suggèrent un lien entre phagocytose et production de FRO. En 

effet Fialkow et al. ont montré dans les neutrophiles que cette absence de FRO provoque une 

absence d’interaction entre les récepteurs FcγRIIa et FcyRIIIb ce qui entraîne une diminution 

de la phagocytose FcγRIIa dépendante233. De plus Gresham et al. ont mis en évidence qu’une 

absence de lactoferrine, d‘anion superoxyde ou de peroxyde d’hydrogène provoquait une 

absence d’amplification de la phagocytose, diminuant le nombre de proie par phagocyte234. 

Dans nos cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 il y a une réexpression de la protéine Nox2, on 

s’attendrait donc à un taux de phagocytose plus élevé que celui des cellules PLB-985 Nox2-/0. 

Au vu de la cinétique de production de FRO des cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 en présence 

de PMA, on peut émettre l’hypothèse que lors de la phagocytose il y a aussi une production 

retardée de FRO, mimant le phénotype des neutrophiles de patient atteint de granulomatose 

septique chronique. Cette production de FRO durant la phagocytose serait à évaluer avec des 

levures liées à du DCFH2 254. Les FRO n’étant pas en concentration suffisante à un instant 

donné, ils ne favoriseraient plus la phagocytose.  

Pour prouver que c’est bien la diminution de FRO qui explique la différence de phagocytose 

observée, il faudrait réexprimer la protéine Nox2 sans la GFP dans les cellules PLB-985 X-CGD 

GFP-Nox2 et regarder si ce déficit de phagocytose perdure. De même on devrait alors voir une 

cinétique de production de FRO similaire à celle des cellules PLB-985 WT.  

Utilisation de l’interféron gamma 

Afin de pallier ce déficit de phagocytose des cellules, nombre des expériences ont été 

réalisées avec des cellules pré-activées avec de l’interféron gamma. De prime abord 

l’utilisation d’interféron peut sembler artificielle dans notre cadre d’étude car c’est une  
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molécule associée aux infections virales et aux cellules Natural killer qui participent à la lutte 

contre les pathogènes intracellulaires. Cependant sa présence lors des infections 

bactériennes255, lors des « tempêtes » cytokiniques qui surviennent lors d’un choc septique256 

ou d’une infection virale257, ainsi que son utilisation en thérapeutique258 sont autant de 

contexte où les neutrophiles sont susceptibles d’être activés par cette molécule ce qui justifie 

d’un point de vue physiologique son utilisation.  

Compartiments subcellulaire contenant la protéine Nox2  

Comme précédemment mentionné, notre attention s’est concentrée sur une autre 

particularité entrevue lors de la caractérisation des cellules. La protéine Nox2 se trouve dans 

des vésicules cytoplasmiques alors que ces cellules ne possèdent pas de granules spécifiques 

ou de granules à gélatinase. Or se sont eux qui ont été décrits dans les neutrophiles comme 

contenant la protéine Nox2 dans le cytoplasme259. De plus les vésicules observées semblent 

disparaitre lors de la phagocytose suggérant leur mobilisation. Dans les macrophages et les 

cellules dendritiques la protéine Nox2 est associée aux endosomes260,243,223. Dans les 

macrophages murins ces endosomes fusionnent avec le phagosome contribuant à son 

enrichissement en protéine Nox2261 tandis que dans les cellules dendritiques cette fusion est 

importante pour la mise en place de la présentation antigénique235. Ces éléments ont permis 

d’émettre l’hypothèse que les vésicules présentes dans notre modèle correspondent à des 

endosomes qui fusionnent avec le phagosome durant la phagocytose.  

Endosomes et protéine Nox2 

On observe une colocalisation partielle entre la protéine Nox2 et les endosomes précoces 

ou de recyclage dans nos cellules modèles ou dans les neutrophiles humains. Cette 

colocalisation s’observe dans les cellules au repos ou lors de la phagocytose de particules de 

ZO. Dans notre modèle, il n’y a pas de granules à gélatinase donc la protéine Rab11 ne peut y 

être associée174 elle est donc uniquement un marqueur des endosomes de recyclage. Cela 

nous permet d’affirmer que se sont bien ces endosomes qui sont mis en évidence dans notre 

expérience. On observe que lors de la phagocytose, les endosomes se retrouvent à proximité 

de la membrane du phagosome, suggérant une fusion des endosomes avec le phagosome. 

Cela concorde avec les résultats de Perskvist et al. qui observent la protéine Rab5a, dont la 

protéine effectrice est EEA1, au phagosome en présence de bactéries recouvertes d’opsonines  
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dans des neutrophiles humains262. Cependant Minakami et al. ont détecté la protéine EEA1 

mais pas la protéine Rab5 au phagosome dans des conditions similaires aux nôtres263. Il 

pourrait être intéressant de regarder Rab5a dans notre modèle avec le même anticorps que 

Perskvist et al. ou d’utiliser la même protéine de fusion que Minakami et al. afin de confirmer 

nos observations. Pour terminer ce travail il faudrait regarder si la protéine Nox2 est présente 

dans les endosomes tardifs dans les neutrophiles, ce qui n’est pas le cas dans les 

macrophages223. 

Autre point important, il faut déterminer si la protéine Nox2 est activement adressée aux 

endosomes précoces puis de recyclage ou s’il s’agit d’une endocytose non sélective. Du fait de 

l’importance des FRO comme molécules de signalisation, la présence de la protéine Nox2 dans 

les compartiments intracellulaires est de plus en plus étudiée233. C’est ainsi que des travaux 

ont montré que dans des lignées de cellules épithéliales humaines, une fois la protéine 

interleukine-1 bêta fixée sur son récepteur, il y a fixation des protéines Rac1 et MyD88. La 

protéine Rac1 favorise le recrutement de la protéine Nox2 tandis que la protéine MyD88 

favorise l’endocytose de cet ensemble264. On peut imaginer que dans les neutrophiles la 

protéine Rac2 joue un rôle similaire associée à d’autres récepteurs.   

Evaluation de la colocalisation 

Avant d’estimer si deux protéines colocalisent il est tout d’abord important de différencier 

la co-occurrence qui correspond à la superposition de deux protéines dans un endroit donné, 

de la corrélation qui indique une distribution similaire dans toute la cellule265. L’évaluation de 

la corrélation entre deux protéines a été faite grâce au calcul du coefficient de corrélation de 

Pearson (CCP) (voir matériel et méthode). Dans notre cas les résultats du calcul du CCP 

indiquent une corrélation entre nos protéines. Il aurait aussi été possible de comparer nos 

résultats avec un coefficient de Pearson obtenus avec un contrôle positif. Cela aurait pu être 

la chaine α5 des intégrines qui est connue pour être recyclée par les endosomes dans les 

neutrophiles266. 

Pour déterminer la co-occurrence soit la superposition des deux protéines au niveau d’une 

structure intracellulaire, nous avons réalisé des profils d’intensités (plot profil) et utilisé la 

technique « object-based method » présente dans le plugin d’ImageJ « JACoP ». Cette 

dernière permet de déterminer la position des centroïdes (centre géométrique) des objets  
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dans chaque image après segmentation. Si la distance entre deux centroïdes est inférieure à 

la distance de résolution alors les deux objets colocalisent267.   

Le calcul du CCP et l’utilisation de deux autres techniques puissantes pour déterminer la 

co-occurrence (object-based method et les profils d’intensité) légitiment nos résultats, 

confirmant que la protéine Nox2 colocalise bien avec les endosomes précoces et de recyclage.  

Trafic de la protéine Nox2 dans les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2  

On a ensuite suivi la protéine GFP-Nox2 dans nos cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 lors de 

la phagocytose de particules de ZO afin de savoir si elle s’accumulait au phagosome.   

Accumulation de la protéine Nox2 au phagosome 

 Dans notre modèle on observe une accumulation de la protéine GFP-Nox2 au 

phagosome qui commence dès sa fermeture et qui est significative après une minute de 

phagocytose. Cette accumulation dure pendant au moins vingt minutes avec une 

augmentation de la fluorescence au phagosome d’un facteur 1,7 par rapport à la membrane 

plasmique. L’une des sources de cette accumulation pourrait être les endosomes 

précédemment identifiés. Cependant en inhibant SNAP-23 (avec une construction tat-SNAP-

23), une protéine SNARE notamment impliquée dans la fusion des granules ou des endosomes 

avec le phagosome268, Uriarte et al. observent une diminution de seulement 60% de la 

production de FRO lors de la phagocytose dans les neutrophiles humains269. Outre les 

protéines Nox2 présentes à la membrane plasmique à l’endroit où se forme le phagosome, 

cela suggère l’implication d’autres sources de Nox2. Dans les neutrophiles la protéine Nox2 

pourrait provenir du réticulum endoplasmique car d’après Guermonprez et al. dans les 

cellules dendritiques de souris il fusionne avec le phagosome en cours de formation ou 

nouvellement formé270. Une autre hypothèse est l’existence d’un trafic entre l’appareil de 

Golgi et le phagosome comme observé dans les macrophages murins271,272. Une manière de 

vérifier ses suppositions serait de regarder si l’on retrouve les mêmes marqueurs du réticulum 

endoplasmique (calnexine) ou de l’appareil de Golgi (acide sphingomyelinase ou PKCε) au 

phagosome dans nos cellules. 

Avant de tester ces hypothèses, il pourrait être intéressant de créer une nouvelle lignée 

stable avec une autre protéine fluorescente associée à la protéine Nox2. En effet, lors du suivi  
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de la protéine Nox2 durant la phagocytose, la protéine GFP-Nox2 a été fortement impactée 

par le phénomène de photoblanchiment. Ce phénomène a dû être accéléré par le fait que la 

protéine GFP est sensible à une acidification du milieu, ce qui doit être localement le cas lors 

de l’oxydation du NADPH. Une solution serait de la remplacer par la protéine mKO2273 ou 

mCherry2274 qui sont issues de protéines moins sensible à l’acidification du milieu mais 

possédant du reste des propriétés physiques similaires275. 

Dans cette expérience, deux questions restent en suspens. La première concerne le devenir 

de la protéine Nox2 au phagosome et la seconde la proportion de protéine Nox2 apportée par 

chacune des voies au phagosome.  

Recyclage des composés du phagosome  

Les conditions dans lesquelles l’accumulation de la protéine Nox2 est observée ne 

permettent pas de déterminer s’il y a un trafic de la protéine Nox2 depuis le phagosome 

comme cela a pu être observé dans les macrophages276,277. En effet Damiani et al. et Pitt et al. 

montrèrent que le contenu du phagosome est recyclé et que des vésicules englobant son 

contenu se forment et gagnent ensuite les autres régions de la cellule. Pour mettre ce 

phénomène en évidence ils utilisèrent plusieurs méthodes :  

- La radioactivité puis la séparation des différents compartiments par gradients de densité 

pour détecter les compartiments radioactifs 

- La microscopie électronique après marquage de la proie avec des particules d’or ou des 

immunoglobulines marquées avec du Texas Red.  

Pour déterminer si la protéine Nox2 est recyclée lors de la phagocytose, il faudrait disposer de 

cellules PLB-985 exprimant une version étiquetée de la protéine Nox2 avec une protéine 

photo-activable tel mEos3.2 ou mEos4b. Il s’agit de protéines vertes qui peuvent fluorescer 

dans le rouge suite à une illumination à 405 nm278,279. Les protéines de fusion présentes au 

phagosome pourraient être stimulées à 405 nm et leur devenir dans la cellule serait alors 

observé.  

Rôle de chacune des voies dans l’apport de Nox2  

Afin de déterminer précisément la part des granules et des autres voies dans l’apport de la 

protéine Nox2 au phagosome dans les neutrophiles, il faudrait posséder des neutrophiles  
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humains exprimant une protéine de fusion mKO2-Nox2 pour quantifier l’accumulation totale 

de la protéine Nox2 au phagosome. Ceci fait, il faudrait supprimer spécifiquement les granules 

spécifiques et à gélatinase en « recréant » une maladie, la déficience en granule spécifique 

des neutrophiles, où les granules spécifiques et à gélatinase ne sont pas présents280. Cette 

maladie est due à une mutation dans le gène codant pour la protéine C/EBP-ε. On pourrait 

donc recréer la mutation ou peut-être supprimer l’expression du gène grâce à la technique de 

CRISPR/Cas9. En utilisant une des protéines photo-convertible décrites précédemment dans 

ces cellules, on pourrait déterminer :  

- l’accumulation de la protéine Nox2 sans les granules (et donc déduire l’apport des 

granules)  

- La part de la membrane dans l’apport de la protéine Nox2 au phagosome. En photo-

convertissant les protéines mEos4b-Nox2 de la membrane avant la phagocytose on 

pourrait différencier la contribution des compartiments cytoplasmiques de celle de la 

membrane.  

La question du modèle cellulaire à utiliser est plus délicate car on doit avoir une différenciation 

parfaite et similaire à celle qui se déroule chez l’homme. Les cellules iPS sont un modèle 

intéressant mais le rendement (entre 20 et 50x106 cellules iPS permettent l’obtention de 

1x106 neutrophiles) et le temps pour les générer (vingt-cinq jours)217 constitue un obstacle à 

leur utilisation.  

Influence de la protéine IQGAP1 sur le recrutement de la protéine Nox2 

Après avoir vu une accumulation au phagosome de la protéine GFP-Nox2 dans nos cellules 

PLB-985 GFP-Nox2 on a voulu influencer la quantité de cette protéine au phagosome. Pour ce 

faire on cibla la protéine IQGAP1. La protéine IQGAP1 est avant tout une protéine 

organisatrice du cytosquelette d’actine. Grâce à sa liaison à la protéine CLIP1 (CAP-GLY domain 

containing linker protein 170) elle est aussi capable de lier les microtubules ce qui en fait un 

acteur important dans les zones de fortes réorganisations du cytosquelette281. Les endosomes 

se déplaçant à l’aide du réseau de tubuline et d’actine282, inhiber l’expression de la protéine 

IQGAP1 paraissait être un bon moyen pour limiter l’accumulation de la protéine Nox2 au 

phagosome. 
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Nos observations montrent une colocalisation entre les protéines IQGAP1 et Nox2 dans nos 

cellules PLB-985 ou dans les neutrophiles que cela soit durant la phagocytose ou dans les 

cellules non stimulées. De plus la protéine GFP-GFP-IQGAP1 s’accumule à la coupe 

phagocytaire. Cependant l’inhibition de l’expression de la protéine IQGAP1 par des siARN 

n’entraine pas de différence de taux de phagocytose de particules de ZO contrairement à ce 

qui se passe dans les macrophages murins172. De même l’inhibition de la protéine n’a pas 

d’effet sur la production de FRO au sein du phagosome ou en présence de PMA. Une 

possibilité est qu’il existe des mécanismes compensatoires nous empêchant d’observer le rôle 

de la protéine IQGAP1. Ainsi une telle hypothèse a déjà été émise dans le cas des neurones 

murins où les protéines IQGAP2 et/ou IQGAP3 sont soupçonnées de compenser la suppression 

de la protéine IQGAP1283. Cette hypothèse est d’autant plus crédible que la protéine IQGAP2 

est exprimée dans les neutrophiles284 (rien n’indique l’expression de la protéine IQGAP3). Afin 

de déterminer si les protéines IQGAP1/2 affectent la phagocytose et l’apport de la protéine 

Nox2 au phagosome dans les neutrophiles, les expériences devraient être réalisées avec des 

siARN dirigés contre les deux protéines IQGAP présentes dans les neutrophiles (IQGAP1 et 

IQGAP2). Il serait aussi intéressant de regarder l’interaction de la protéine Nox2 avec ces deux 

protéines par immunoprécipitation dans nos cellules. 

La synapse phagocytaire  

La synapse phagocytaire (qui est une forme de synapse immunologique) correspond à 

l’interface entre la proie et le neutrophile lors de la formation de la coupe phagocytaire. On a 

souhaité regarder l’organisation moléculaire de la protéine Nox2 à la synapse phagocytaire et 

l’évolution de celle-ci au cours de la phagocytose.  

Comparaison avec les autres synapses immunologiques 

Du fait de son apparition précoce au cours de l’évolution, la synapse phagocytaire est le 

prototype de toutes les synapses immunologiques285. De fait les mêmes mécanismes sont 

impliqués dans la formation de la synapse immune dans les différentes cellules227. Cependant 

le neutrophile est resté peu étudié et ses spécificités inexplorées alors que la comparaison 

avec les lymphocytes T cytotoxiques et leurs granules semble pertinente. Si l’on se concentre 

sur les liens existants avec nos expériences, l’étude des travaux réalisés sur les lymphocytes T 

indique que la protéine IQGAP1 est impliquée dans la mise en place de la synapse  
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immunologique dans les lymphocytes T cytotoxique286. De plus, une voie apportant 

directement les molécules spécifiques des granules de ces cellules (perforine, granzyme) 

depuis l’appareil de Golgi a été mise en évidence tout comme la fusion polarisée des 

lysosomes286 et des endosomes287 durant la durée de vie de la synapse. 

Concernant la présence de la protéine Nox2 dans les synapses immunologiques, elle se 

retrouve dans plusieurs types de synapses. Elle est notamment présente dans celle qui nous 

intéresse, la synapse phagocytaire. Elle est aussi impliquée dans une autre synapse qui se 

forme lors de contact entre les neutrophiles et les lymphocytes T, où la protéine Nox2 permet 

l’inhibition de la prolifération des lymphocytes T288. Cependant personne ne s’est intéressé à 

l’organisation de la protéine Nox2 à l’échelle moléculaire dans ces synapses, alors qu’il serait 

intéressant de comparer leur organisation. Le meilleur moyen pour étudier l’organisation de 

la synapse phagocytaire reste d’utiliser la phagocytose frustrée. Cette méthode couramment 

utilisée à l’avantage d’entrainer l’étalement de la cellule sur une lamelle permettant 

l’observation de son organisation au microscope131,119.              

Taille et rôle des clusters de la protéine Nox2  

Nous avons observé que la protéine Nox2 était présente sous forme de clusters dans 

chacune des conditions observées. Les clusters de la protéine Nox2 ont tous une taille 

moyenne de soixante nanomètres de diamètre et ce, même dans les cellules n’exprimant pas 

la protéine p47phox. Or la protéine p47phox est responsable de l’adressage des sous-unités 

cytoplasmiques à la membrane, indiquant que l’absence des sous-unités cytoplasmiques ne 

modifie pas la taille des clusters de la protéine Nox2. Cette taille est dans le même ordre de 

grandeur que la taille des clusters de la majorité des protéines présentes à la membrane 

plasmique289. Si on la compare avec celle d’autres protéines transmembranaires impliquées 

dans l’immunité comme la chaîne ζ de la molécule CD3 (le co-récepteur du TCR) celle-ci forme, 

au repos, des clusters de cinquante-quatre nanomètres tandis qu’une fois activée la taille des 

clusters est de cent quatre-vingt-cinq nanomètres de diamètres290. La différence majeure 

entre les deux protéines semble donc être l’absence de modification de la taille des clusters 

lors de l’activation de la NADPH oxydase.  

Dans leur revue, Garcia-Parajo et al. avancent plusieurs hypothèses pour expliquer 

l’organisation en nano-clusters des protéines dans la membrane (dans notre cas de la protéine  
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Nox2)289. Cela pourrait servir à augmenter localement la disponibilité de la protéine Nox2. 

Lorsque ses partenaires cytoplasmiques se décrochent ils pourraient ainsi rapidement se 

raccrocher à une autre sous-unité Nox2. En effet la probabilité qu’un ligand se raccroche après 

s’être décroché correspond à la densité de site de liaison possible au carré. Ces nano-clusters 

pourraient aussi permettre lorsque l’on somme les signaux produits de provoquer un signal 

suffisamment fort pour initier une cascade de signalisation. Autre possibilité, quelque peu liée 

aux précédentes, une organisation en cluster favorise l’activation du complexe. Dans le cas de 

la NADPH oxydase, la production des PIP3 nécessaire à son activation est alors plus locale que 

si les protéines étaient indépendantes les uns des autres ce qui doit faciliter la signalisation. 

De la même manière les cytochromes b558 étant rassemblés à certains endroits de la 

membrane, leur phosphorylation est plus aisée que s’ils étaient distribués dans toute la 

membrane.       

Importance des FRO dans l’étalement des cellules 

Les cellules PLB-985 WT sont significativement plus étalées après dix minutes en condition 

de phagocytose frustrée que lorsqu’elles sont adhérentes sur de la poly-lysine, contrairement 

aux cellules PLB-985 p47phox ∆GT. Une comparaison de la condition phagocytose frustrée dix 

minutes entre les deux types cellulaires montre aussi que les cellules PLB-985 WT sont 72,9% 

plus étalées (étalement relatif) que les cellules PLB-985 p47phox ∆GT. L’absence de la protéine 

p47phox dans les cellules PLB-985 p47phox ΔGT s’accompagne d’une absence de protéine p67phox 

à la membrane puisqu’elle ne peut s’y rendre seule, il n’y a donc pas de production de FRO 

par la NAPDH oxydase. On en déduit que les FRO pourraient contribuer à l’étalement des 

cellules en activant la PKC. Dans leur revue, Wu et al. évoquent le lien entre production de 

FRO et activation de la protéine PKC qui participe à l’étalement des cellules musculaires en 

interagissant avec les intégrines291. Ce lien entre FRO et intégrines a aussi été mis en évidence 

dans les fibroblastes murins par Taddei et al.292  mais dans notre cas ce serait plutôt l’action 

des FRO dans l’engagement des récepteurs Fcγ qui serait impliqué.  

Importance des FRO dans le recrutement de la protéine Nox2 à la membrane plasmique  

Après dix minutes de phagocytose frustrée, il y a significativement plus de clusters de la 

protéine Nox2 à la surface des cellules PLB-985 WT comparativement aux cellules PLB-985 

p47phox ΔGT. Les FRO semblent donc impliqués dans l’augmentation du nombre de clusters de  
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la protéine Nox2 dans les cellules PLB-985 WT comparativement aux cellules PLB-985 p47phox 

ΔGT.   

Une hypothèse pour expliquer cette augmentation du nombre de cluster (donc de protéine 

Nox2) à la surface des cellules est que les FRO induisent l’exocytose des endosomes. Différents 

articles suggèrent une telle possibilité. Les FRO produits dans les cellules PLB-985 WT 

pourraient oxyder la protéine PTEN ce qui l’inactive favorisant la voie de la protéine PI3 Kinase. 

Cela a été démontré dans des lignées de neuroblastomes humains par Seo et al.293. Cette 

activation de la voie de la PI3 Kinase permettrait l’exocytose des vésicules se trouvant dans la 

voie de recyclage rapide des endosomes dans les macrophages comme l’ont évoqué 

Chieregatti et al.294 dans leur revue. Cette hypothèse est renforcée par le fait que ces 

endosomes se distinguent par la présence de la protéine Rab35295 que l’on retrouve 

également à la synapse immunologique dans les lymphocytes T et qui est nécessaire à sa 

formation296. De plus les FRO, en inactivant des PTP phosphatases (DUSP, PTP1B), permettent 

le maintien de la protéine ERK phosphorylée297. S’il en va de même dans notre système, cette 

activation de la protéine ERK pourrait activer la protéine ARF6, l’un des acteurs nécessaires à 

la voie lente de recyclage des endosomes comme indiqué par Robertson et al. dans les cellules 

épithéliales298. Cela conduirait à une exocytose des vésicules situées dans la voie lente de 

recyclage des endosomes (voie symbolisée par la protéine Rab11) et corroborerait nos 

observations d’immunofluorescence.  

Afin de confirmer ou d’infirmer ces hypothèses, il faudrait suivre le nombre de cluster de 

la protéine Nox2 présent à la surface des cellules après dix minutes de phagocytose frustrée 

dans des cellules PLB-985 WT exprimant un mutant des protéines ARF6 ou de Rab35299,300. 

Cela inhiberait les voies de recyclage des endosomes et permettrait de mesurer leur 

implication dans l’augmentation du nombre de cluster de la protéine Nox2.       

Développement et limites du dSTORM 

Le dSTORM et la super-résolution en général sont des outils puissants permettant une 

résolution fine de l’organisation protéique. Cependant leur relative nouveauté, fait que ce 

sont des outils manquants d’une procédure d’acquisition et d’analyse standardisée. Une des 

limites de notre montage est l’utilisation du TIRF en configuration HILO (highly inclined and 

laminated optical sheet microscopy). En HILO on ne se place pas qu’à la membrane plasmique  
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car on observe la cellule avec une illumination oblique. Cela ne permet pas de différencier les 

vésicules présentes sous la membrane plasmique du plasmalemme lui-même. Une des 

manières d’améliorer le montage serait d’utiliser la technologie du Supercritical Angle 

Fluorescence301 (qui permet de différencier la membrane du cytoplasme) ou la microscopie 

électronique qui est aussi suffisamment résolutive pour observer la différence entre 

endosomes sous membranaires et membrane plasmique.  

 Afin d’améliorer la détection du signal lorsque la densité des fluorophores est trop forte, 

de s’affranchir des choix de paramètres dépendants du manipulateur lors de la détection des 

clusters, et d’obtenir une seconde méthode pour comparer les résultats obtenus, un nouveau 

protocole d’analyse est actuellement en cours de mise en place, en collaboration avec la 

plateforme Imagerie-Gif. Celui-ci consiste à réaliser un prétraitement des 20 000 images de 

dSTORM obtenus avec le logiciel Hawk302 pour obtenir un rendu plus fidèle à l’image de TIRF, 

qui est considérée comme une référence moins résolutive mais exacte de la répartition de la 

protéine d’intérêt dans la cellule. Après traitement par ThunderSTORM303,304, les clusters 

seront analysés avec FOCAL305, qui est une variante du DBSCAN qui a été spécialement conçu 

pour l’analyse de la super-résolution. Ce logiciel choisit lui-même les paramètres optimaux, 

seul le choix du nombre d’évènements nécessaires pour considérer qu’il s’agit d’un cluster 

reste à la charge de l’utilisateur. De plus il permet l’élimination de faux positifs. Pour cela à 

partir de la liste des d’évènements détectés un binning est réalisé, les évènements se 

retrouvent répartis dans des carrés dont le côté équivaut à l’incertitude de localisation (σ). 

Pour augmenter les contrastes locaux, l’intensité de chaque carré non nul est sommé avec 

celle des huit carrés l’environnant. En comparant les valeurs obtenues à une valeur seuil et en 

ne considérant comme clusters que les ensembles de carrés dont la taille est supérieure à 

3*3+1, le logiciel élimine ainsi un même fluorophore qui brillerait plusieurs fois (ou plusieurs 

anticorps secondaires rattaché au même anticorps primaire). 

L’un des problèmes de la microscopie dSTORM est que contrairement à la technique de 

PALM (photo-activated localization microscopy), sauf condition particulière, on ne peut faire 

une quantification absolue de notre objet d’intérêt (ici la protéine Nox2). L’une des principales 

raisons à cela est qu’un même fluorophore (et donc aussi le F(ab’)² sur lequel le fluorophore 

est fixé) peut apparaitre à différents endroits et cela pour plusieurs raisons : la dilatation de 

l’échantillon dû à la puissance du laser qui chauffe l’échantillon, ce qui entraîne un décalage  
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de la position du fluorophore au cours du temps (drift) ; la flexibilité des anticorps primaire et 

du F(ab’)², qui avec leurs mouvements browniens vont faire apparaitre le fluorophore à des 

endroits différents. De plus un fragment F(ab’)² est marqué avec plusieurs fluorophores et la 

précision de localisation du centre de l’émission des photons est inférieure à la taille du 

fragment F(ab’)² ce qui peut donc conduire à la détection de plusieurs fluorophores sur un 

même anticorps à deux endroits légèrement décalés. Tous ces inconvénients font que mise à 

part dans des conditions extrêmement calibré, il est impossible d’utiliser du dSTORM pour une 

analyse quantitative absolu (exemple : obtenir le nombre de protéine Nox2 par cluster), il ne 

peut être utilisé que pour une quantification relative (comparaison de plusieurs conditions 

entre elles). 

Une question reste sans réponse : quelle molécule contrôle utiliser pour s’assurer de la 

bonne détection des clusters ? La membrane est hautement organisée et les protéines qui y 

sont présentes sont majoritairement organisées en clusters de l’ordre de dizaines de 

nanomètres même si une même protéine peut être présente en tant que monomère ou 

comme oligomère289. La réelle question est donc de trouver une protéine dont la taille des 

clusters est connue afin de pouvoir régler correctement les paramètres du DBSCAN. Les ancres 

GPI peuvent servir de référence comme dans les travaux de Levet et al.306. Des études de 

Förster resonance energy transfer ont montré qu’elles sont organisées en clusters qui 

n’excède pas cinq nanomètres de diamètres, on peut donc utiliser les ancres GPI comme 

protéine de référence et ajuster en post-acquisition les paramètres du DBSCAN.    

Conclusions 

L’objectif initial de ce travail était de caractériser les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2. 

Malgré l’observation de différences dans la cinétique de production de FRO et dans le taux de 

phagocytose avec la référence que sont les cellules PLB-985 WT, il s’avéra que ces cellules sont 

capables de phagocyter et de produire une quantité de FRO équivalente à celle des PLB-985 

WT après stimulation par du PMA, signe que la protéine de fusion est bien fonctionnelle. La 

compréhension des différences entre ces deux types de PLB-985 prendra du temps, elle 

passera par la réalisation de nouvelles constructions afin de mieux comprendre l’importance 

de la séquence liant les protéines fluorescentes et la protéines Nox2 dans la fonctionnalité de 

la NADPH oxydase.  
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La caractérisation des cellules révéla des structures cytoplasmiques contenant la protéine 

GFP-Nox2. Ces structures, mobilisable lors de la phagocytose, sont au moins en partie des 

endosomes précoces et de recyclage qui semblent fusionner avec le phagosome lors de la 

phagocytose. Ces résultats ont été confirmés dans les neutrophiles même si certaines 

expériences doivent être refaites pour compléter les résultats. La difficulté provient du fait 

qu’il faut obtenir une cellule qui soit correctement marquée alors que les anticorps 

permettant le marquage des endosomes sont peu efficaces. A moyen terme il pourrait être 

instructif de refaire de telles expériences avec des marqueurs des lysosomes (LAMP-1), de 

l’appareil de golgi et du réticulum endoplasmique afin d’approfondir nos connaissances sur 

les différentes localisations de la protéine Nox2.  

On observa également une accumulation de la protéine GFP-Nox2 au phagosome lors de 

la phagocytose de particules de ZO avec une fluorescence 1,7 fois plus importante au 

phagosome qu’à la membrane plasmique après vingt minutes. Cette accumulation continue 

pendant au moins vingt minutes dans notre modèle sans granules spécifique ou à gélatinase 

signe que d’autres phénomènes contribuent à l’accumulation de Nox2 au phagosome. 

Déterminer l’importance des différentes sources (granules, membrane plasmique, 

endosomes/appareil de Golgi/réticulum endoplasmique) dans l’accumulation de la protéine 

Nox2, dans nos conditions permettrait de répéter de tels expériences avec des pathogènes 

qui détournent l’assemblage de la NADPH oxydase du phagosome pour mieux comprendre 

leur action.  

Autre point abordé, le rôle de la protéine IQGAP1 dans la mobilisation de la protéine Nox2 

au phagosome. Un faisceau d’indice laissait imaginer un rôle de la protéine IQGAP1 dans le 

trafic de la protéine Nox2 vers le phagosome. Si ces deux protéines colocalisent au repos et 

lors de la phagocytose (dans notre modèle et dans les neutrophiles) l’inhibition de la protéine 

IQGAP1 n’entraine pas de réduction de la phagocytose dans les cellules PLB-985 WT ni de 

réduction de la production de FRO lors de la phagocytose de particules de ZO.  La protéine 

IQGAP2, aussi présente dans les neutrophiles, compense peut-être la suppression de la 

protéine IQGAP1. Une meilleure compréhension de la relation qui peut exister entre les 

protéines IQGAP et la protéine Nox2 aiderait à mieux appréhender le rôle des protéines IQGAP 

dans la phagocytose.  
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Enfin il reste un dernier point, l’organisation moléculaire de la protéine Nox2 lors de la 

phagocytose frustrée dépendante des récepteurs Fcγ. Elle s’organise en nano-clusters de 60 

nm de diamètre en moyenne. Un calcul purement théorique permet de supposer que ces 

clusters comptent une trentaine de protéine Nox2. La surface d’étalement des cellules varie 

entre les cellules PLB-985 WT et les cellules PLB-985 p47phox ∆GT ce qui suggère un rôle des 

FRO dans l’étalement des cellules lors d’une phagocytose frustrée IgG dépendante. Autre 

élément important de cette expérimentation, le nombre de cluster augmente après dix 

minutes de phagocytose frustrée dans les cellules PLB-985 WT comparativement aux cellules 

PLB-985 p47phox ∆GT. Cela suggère un rôle des FRO dans l’accumulation des clusters à la 

synapse phagocytaire, lors de la phagocytose frustrée. Ces expériences doivent être 

confirmées dans des neutrophiles et pour ce faire il sera nécessaire d’utiliser des siARN dirigés 

contre la protéine p47phox. Le lien supposé entre FRO et présence de la protéine Nox2 à la 

synapse phagocytaire mérite d’être approfondi. Pour ce faire l’utilisation d’un inhibiteur de la 

production de FRO ou de mutants de protéines impliquées dans l’exocytose pourraient 

permettre de confirmer ce résultat et d’éclairer les mécanismes sous-jacents. D’autres 

question se pose, comme de savoir si tous les clusters présents à la membrane sont activés ou 

si les clusters de protéines Nox2 colocalisent avec d’autres protéines impliquées dans la mise 

en place du phagosome. Aborder ces questions présente cependant de nombreuses difficultés 

techniques. Afin de déterminer le taux d’activation des clusters des anticorps dirigés contre 

les sous-unités cytosoliques et produits chez l’âne ou le cochon d’inde seraient nécessaire 

mais il n’existe pas pour l’instant. Il s’agit ensuite de trouver des conditions pour faire du 

dSTORM deux couleurs et de réussir à déterminer l’outil le plus pertinent pour étudier de la 

colocalisation de cluster.  

A terme ces résultats doivent permettre une meilleure compréhension des mécanismes 

permettant l’arrivée de la protéine Nox2 au phagosome. Cela accroitrait aussi nos 

connaissances concernant l’organisation de la synapse phagocytaire et cela pourrait éclairer 

certains mécanismes utilisés par des pathogènes pour modifier le fonctionnement de la 

NADPH oxydase.  
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1. 

Lignées cellulaires : cultures et différenciation  

 

Culture cellulaire 

Durant ces travaux, les cellules PLB-985 ont servi de modèle d’étude et lorsque cela était 

possible, les résultats ont été étendus aux neutrophiles humains. Ces derniers ont été isolés 

des autres constituants sanguins grâce à la réalisation de gradient de Ficoll à partir de 

prélèvement de donneur sain307. Concernant les cellules PLB-985, plusieurs lignées ont été 

utilisé au cours de ce projet :  

- Les cellules PLB-985 WT209   

- Les cellules PLB-985 Nox2 -/0 (PLB-985 KO)219  

- Les cellules PLB-985 NCF1 ΔGT308 (PLB-985 p47phox ΔGT) offertes par Jeanine 

Reichenbach (Université de Zürich). Son équipe a introduit une délétion de dinucléotide 

GT dans le gène codant pour la protéine p47phox grâce à la méthode CRISPR/Cas9, 

entrainant l’apparition précoce d’un codon stop.  

- Les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2309 qui nous ont été gracieusement fourni par le 

docteur Dirk Roos (Sanquin Research and Landsteiner Laboratory - University of 

Amsterdam, Pays-Bas). 

Chacune de ces lignées est cultivée à 37°C avec 5% de CO2, dans du milieu Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI) -1640 (Lonza) auquel est adjoint 10% de sérum de veau fœtal (SVF), 

2 mM de glutamine et 1% de streptomycine /pénicilline/amphotéricine B (Gibco). Les cellules 

sont diluées à une concentration de 2x105 cellules par millilitre. Deux fois par semaine les 

cellules sont diluées afin de les maintenir à une densité comprise entre 2x105 et un 1x106 

cellules par millilitre. 

Différenciation 

 Afin d’obtenir un phénotype proche du neutrophile, le lendemain de la dilution 1,25% de 

diméthylsulfoxyde (DMSO) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO) est ajouté. Deux à trois jours 

après la dilution du DMSO est de nouveau ajouté après changement du milieu. Après cinq à 
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six jours de différenciation, l’expression des marqueurs de surface des PLB-985, leur réponse 

à des stimuli physiologiques, leur profil de sécrétion cytokinique sont similaires à ceux des 

neutrophiles sanguins212. Ces cellules PLB-985 différenciées sont donc utilisées pour la 

majorité des expériences de cette thèse.    

Transfection  

Transfection des small interference ARN  

La transfection des siARN se fait par électroporation (Lonza, 4D-Nucleofector) soixante-six 

heures après repiquage des cellules et quarante-deux heures après le début de la 

différenciation. Pour cela 3x106 cellules sont re-suspendus dans 100 µl de tampon ad hoc 

(Lonza, SF Cell Line 4D-Nucleofector X Kit L) auquel on ajoute ensuite les siARN :  

- Contrôle non spécifique des gènes eucaryotes (Eurogenetec, SR-CL000-005) (1 mg/ml) 

- Dirigé contre la protéine IQGAP1 (5’-UUAUCGCCCACAAACAUCUUGUUGG-3’) (2,4 

mg/ml). Cet siARN permet une inhibition de la protéine IQGAP1 de 90% dans les 

macrophages ce qui a permis de montrer l’importance de la protéine IQGAP1 lors de la 

phagocytose dans ces cellules172.   

Après transfection, 500 µl de milieu de culture sans antibiotique est ajouté. Six heures après, 

la seconde dose de 1,25% de DMSO est ajoutée pour parfaire la différenciation. 

Transfection du plasmide GFP-GFP-IQGAP1  

La transfection du plasmide codant pour la protéine GFP-GFP-IQGAP1 (Addgene, 30112) se 

déroule six jours après dilution des cellules et cinq jours après le début de la différenciation. 

Le protocole est similaire à celui de la transfection des siARN, seule la quantité d’ADN ajoutée 

à la préparation change. Ainsi on ajoute 3,16 mg/ml d’ADN plasmidique par préparation. Ce 

plasmide provient des travaux de Ren et al.246 il code pour une protéine de fusion où deux 

protéines GFP se trouvent en N-terminal de la protéine IQGAP1. Les expériences de 

phagocytose sont visualisées six heures après transfection.  
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2. 

Biochimie : Extraction protéique et marquage de zymosane  

 

 Western-Blot et immunoblot 

Préparation des membranes et extraction protéique 

Afin d’extraire la protéine GFP-Nox2, 50x106 cellules sont lavées avec du tampon 

phosphate (47,9 mg de NaH2PO4, 278,6 mg K2HPO4, pH 7,4) avant d’être mises dans du tampon 

de cassage (8,75 g de saccharose, 63 mg de MgSO4, 7 mg de Leupeptine, 13 mg de PMSF). 

Leurs membranes sont ensuite cassées par sonication (Branson Sonifier 250) pendant six fois 

dix secondes avec une minute d’intervalle, sur glace. Les cellules sont ensuite centrifugées à 

10000 g pendant dix minutes à 6°C pour éliminer les noyaux et éviter l’action de protéase. Le 

surnageant est récupéré et centrifugé cent cinq minutes à 200 000 g à 6°C. Les membranes 

sont ensuite re-suspendues dans le tampon de cassage avant dosage des protéines.  

L’extraction de la protéine IQGAP1 suit un protocole quelque peu différent puisqu’il s’agit 

d’une protéine cytoplasmique. Cinquante millions de cellules sont centrifugées à 400 g 

pendant trois minutes avant d’être re-suspendues dans 500 µl de tampon de lyse (20 mM 

Tris/HCl pH 7,5 ; 150 mM NaCl et 1% de Triton X-100). La préparation est incubée trente 

minutes à 4°C sur roue. Suite à une centrifugation à 20000 g (4°C) pendant dix minutes le 

surnageant est conservé et le dosage des protéines est effectué.    

La concentration en protéine est déterminée par un dosage Bradford (Biorad). Une gamme 

BSA réalisée dans l’eau, dont la concentration varie de 0 à 16 µg/ml, sert de référence. Les 

échantillons sont dilués au millième dans l’eau. Deux cents microlitres de solution Biorad 

protein sont ajoutées par condition et la densité optique est mesurée à 595 nm. Les 

échantillons sont ensuite dilués en tampon Laemmli 2X (4% SDS, 20% glycérol, 10% β-

Mercaptoéthanol, 0,4% Bleu de Bromophénol, 125 mM Tris/HCl pH 6,8).  
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Electrophorèse et Immunoblot 

Après incubation dix minutes à 100°C, 25 μg de protéines sont déposés dans un gel de 

polyacrylamide 10% en présence de dodécylsulfate de sodium. L’électrophorèse terminée, les 

protéines sont transférées avec le Trans-blot Turbo (Bio-Rad, Hercules, CA) sur membrane de 

nitrocellulose suivant les instructions du fabricant. La membrane est saturée une heure à 

température ambiante (PBS 1X, Tween 0,05%, 3% lait). Les anticorps primaires anti-Nox2 

(sc130543, 1:1500, Santa Cruz), anti-IQGAP1 (ab86064, 1:2000, Abcam) ou anti-LDH (ab52488, 

1:5000, Abcam) sont dilués dans du PBS/Tween (PBS 1X, Tween 0,05%, 3% lait) et incubés 

pendant toute la nuit, à 4°C, avec agitation. La membrane est lavée trois fois (PBS/Tween 

0,1%). Elle est ensuite incubée une heure à température ambiante avec les anticorps 

secondaires dirigés contre les anticorps de souris (HRP-conjugated IgG, mouton, 1:2000, GE 

Healthcare) ou de lapin (HRP-conjugated IgG, âne, 1:2000, GE Healthcare) dilués dans du 

PBS/Tween 0,1%. Après trois lavages avec du PBS/Tween 0,1% et un avec du PBS 1X, la 

membrane est incubée avec 1ml de kit permettant de détecter l’activité de la HRP par 

chimiluminescence (GE Healthcare, Little Chalfont, Royaume-Uni). La chimiluminescence est 

mesurée grâce à un appareil équipé d’une caméra adaptée (pxi, Syngene, Cambridge, 

Angleterre) en suivant le protocole du fabricant.  

Préparation des particules de zymosane et des levures DCFH2 

Afin de fixer un fluorophore à la surface des particules de zymosane (glucose lié par des 

liaisons β1-3), 1x106 particules de zymosane sont incubées pendant une heure avec 100 µg 

d’un fluorophore (Alexa 405, Texas Red ou Alexa 488) lié à une fonction succinimidyl-ester 

(Thermo Fisher) dans 0,1 M de carbonate de sodium à pH 8,3. Il en résulte la formation de 

liaison covalente entre les particules de zymosane et les fluorophores. Après incubation les 

particules sont lavées deux fois avec du PBS avant d’y être re-suspendues dans un millilitre.   

Les levures DCFH2 utilisées ont été faites selon un protocole permettant de lier de manière 

covalente le DCFH2 aux levures310.  La mesure de l’oxydation du DCFH2 en DCF en cytométrie 

permet d’évaluer la production de FRO dans le phagosome.  
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Pour leur opsonisation, les particules de zymosane (5x105) ou les levures DCFH2 sont 

incubées sur roue, pendant une heure, à 37°C avec du sérum humain complet selon un ratio 

1:1. Afin de préserver les fluorophores et le DCFH2 de la lumière, l’incubation se déroule à 

l’obscurité. Après incubation, la préparation de particules de zymosane recouvertes 

d’opsonine (ZO) ou la préparation de levures DCFH2 est lavée deux fois avec du PBS 1x pour 

éliminer l’excès d’opsonines non liées. Elles sont ensuite re-suspendues dans du PBS de telle 

sorte que l’on retrouve leur concentration avant opsonisation.     
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3. 

Biologie cellulaire : Etude à l’échelle d’une population  

 

Mesure des FRO en luminométrie 

Les cellules sont lavées une fois avec du PBS 1x (Eurobio, Montpellier, France) avant d’être 

re-suspendus dans du tampon Hepes additionné de glucose et de SVF (NaCl 140 mmol/l, KCl 

5 mmol/l, MgCl2 1 mmol/l, CaCl2 2 mmol/l, Hepes pH 7,4 10 mmol/l, glucose 1,8 mg/ml et SVF 

5%) (tampon Hepes « complet ») ou lorsqu’elles ont été transfectées, dans du tampon HBSS 

(H8264, Sigma). Elles sont ensuite distribuées dans une plaque 96 puits à fond blanc (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA) à une densité de 5x105 cellules/puits, chaque puit contenant 

du L-012 (Wako, Osaka, Japon) à 20 mmol/l ainsi que 16 U/ml de HRP (Sigma-Aldrich) dans un 

volume final de 200 µl.  

Pour les conditions avec du phorbol myristate acétate (PMA), 200 nM de PMA (qui est un 

activateur des PKC qui activent la NADPH oxydase) est ajouté et la production de FRO est 

mesurée toutes les cinq minutes pendant douze heures. Pour la mesure de la production de 

FRO lors de la phagocytose après transfection par les siARN, des particules de ZO sont ajoutées 

selon un ratio d’un phagocyte pour cinq particules de ZO et la production de FRO est mesurée 

pendant quatre heures. La cinétique de la luminescence est réalisée avec un luminomètre 

(SynergyH1, Biotek, Winooski, VT). Chaque condition est réalisée en duplicata.  

Cytométrie en flux 

Phagocytose des particules de zymosane et des levures DCFH2 

Pour les expériences de phagocytose, 1x106 de cellules sont incubées à 37°C, avec des 

particules de ZO marquées avec de l’Alexa 405 selon un ratio de cinq particules pour une 

cellule. Lorsque les cellules sont non transfectées, la phagocytose se déroule pendant trente 

minutes ou une heure dans du tampon Hepes « complet ». Lorsque les cellules ont été 

transfectées, elles sont activées pendant vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml d’interféron 

gamma avant la phagocytose. Celle-ci est observée après dix à trente minutes dans de l’HBSS.  
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La mesure de l’oxydation des levures DCFH2 
310 est réalisée trente minutes après le début 

de la phagocytose dans les mêmes conditions que la phagocytose de particules de ZO A405 

par les cellules après transfection. Cependant la fluorescence du produit de l’oxydation du 

DCFH2 (le DCF) s’excite avec le laser émettant à 488 nm du cytomètre CyFlow (Partec, Görlitz, 

Allemagne) tandis que l’Alexa 405 est excité avec le laser émettant à 405 nm.  

Pour s’assurer que les particules de ZO sont phagocytées et non fixées à la surface, on 

ajoute, pour chacune des conditions, du bleu de trypan qui diminuera la fluorescence des 

particules fixées mais pas de celles phagocytées car le BT ne peut pas pénétrer dans le 

phagosome230. Les données sont analysées avec le logiciel FlowJo (FlowJo LLC, Oregon).  

Phénotypage des récepteurs 

Concernant le phénotypage des récepteurs, les cellules sont au préalable exposées à                 

0,1 µg/ml d’interféron gamma pendant vingt-quatre heures. Toute la préparation des 

échantillons se déroule à 13°C pour éviter l’endocytose des récepteurs. Pour éviter une 

fixation aspécifique des anticorps, les FcγR sont saturés grâce à une incubation avec 10% de 

sérum humain décomplémenté dilué dans de l’HBSS (0,5 ml pour 1x106 cellules) pendant une 

heure. Après lavage, les cellules sont re-suspendues dans du tampon HBSS avec l’un des 

anticorps suivants : anti-CD32 (303201, 1:100, BioLegend), anti-CD64 (MA1-10270, 1:50, 

ThermoFisher), anti-Dectine-1 (mabg-hdect, 500 ng pour 1x106 cellules, InvivoGen) ou 

l’isotype contrôle (400101, 1:100, Biolegend) pendant quarante minutes. Après un lavage avec 

l’HBSS les cellules sont incubées avec un anticorps caprin dirigé contre les anticorps de souris, 

marqué par l’Alexa 647 (A21235, 1 :2000, ThermoFisher). L’Alexa 647 est excitée avec le laser 

635 nm du cytomètre CyFlow. Les données sont analysées avec le logiciel FlowJo (FlowJo LLC, 

Oregon).  
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4. 

Biologie cellulaire : Etude d’une cellule en microscopie  

 

Cinétique de la protéine GFP-Nox2 au phagosome  

Les expériences sont réalisées à la plateforme Imagerie-Gif sur un microscope Nikon Eclipse 

Ti E inversé doublé d’un spinning-Disk (Yokogawa CSU-X1-A1) et équipé d’une caméra Evolve 

512 EMCCD (Photometrics). Un objectif 100x PLAN APO immersion à huile d’une ouverture 

numérique de 1,4 (Nikon) est utilisé. Afin de suivre la protéine GFP-Nox2, elle est excitée avec 

un laser 491 nm (Cobolt Calypso, 100 mW) à 10% de sa puissance maximale pendant 200 ms. 

Un miroir dichroïque single band 491 nm (Semrock) est utilisé. Le signal est ensuite filtré par 

un filtre d’émission 525/45 nm (Semrock). Un dispositif de chauffage (okolab) permet de 

maintenir l’environnement de l’échantillon à 37°C. L’ensemble est piloté par le logiciel 

MetaMorph version 7,7 (Molecular Devices). 

Les cellules sont préalablement incubées pendant vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml 

d’interféron gamma. Les expériences de phagocytose se déroulent dans du tampon Hepes 

« complet » à 37°C. Les cellules PLB-985 X-CGD GFP-Nox2 sont préalablement déposées sur la 

lamelle puis elles sont mises en contact avec des particules de ZO selon un ratio de cinq 

particules pour une cellule pour permettre un suivi en temps réel de la phagocytose. Une fois 

un phagosome en formation localisé, des prises sont réalisées toutes les 30 secondes et, afin 

de permettre le suivi dans l’espace de la protéine, des coupes optiques sont réalisées selon 

l’axe z tous les 0,5 ou 1 µm. L’analyse des images se fait avec le logiciel ImageJ.  

Pour les temps long (supérieur à trois minutes), le protocole est identique mais le contact 

entre le ZO et les cellules est induit par une centrifugation à 400 g, à 13°C, pendant trois 

minutes (la fin de la centrifugation marque le temps zéro) et les prises de vue ne sont 

effectuées que toutes les cinq minutes. La centrifugation à basse température permet de 

forcer le contact entre les cellules et les particules de ZO, ce qui augmente le nombre cellules 

qui phagocytent, tout en empêchant l’internalisation des particules. De plus cette procédure, 

en ne prenant que quatre temps différents, limite le photoblanchiment de la protéine GFP.   
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Dynamique de la protéine GFP-GFP-IQGAP1 lors de la phagocytose 

L’étude du rôle de la protéine GFP-GFP-IQGAP1 dans notre modèle a été réalisée avec un 

microscope Leica DM18 inversé et équipé d’une caméra Hamamatsu Orca Flash 4 

(Hamamatsu). Un objectif 60x PL APO immersion à huile d’une ouverture numérique de 1,4 

(Leica) est utilisé. Afin de suivre la protéine, elle est excitée avec une source Sola (Lumencor) 

pendant 200 ms. Le signal est ensuite filtré par un cube GFP : excitation 482/18-25, émission 

520/28-25. L’ensemble est piloté par le logiciel Metamorph.      

Les cellules sont préalablement incubées pendant vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml 

d’interféron gamma. Les expériences de phagocytose se déroulent dans du tampon Hepes 

« complet » à température ambiante. Les cellules PLB-985 WT transfectées avec le plasmide 

codant pour la protéine GFP-GFP-IQGAP1 sont préalablement déposées sur la lamelle puis 

elles sont mises en contact avec des particules de ZO selon un ratio de cinq particules pour 

une cellule pour permettre un suivi en temps réel de la phagocytose. Une fois un phagosome 

en formation localisé, des prises de vue sont réalisées toutes les 30 secondes, le temps zéro 

correspond à la fermeture du phagosome. L’analyse des images se fait avec le logiciel ImageJ.  

Dynamique des endosomes chargés avec le dextran tetramethylrhodamine (TMR) lors de 
la phagocytose  

Les expériences sont réalisées sur le même système de microscopie que celui utilisé pour 

la cinétique de la protéine GFP-Nox2 au phagosome avec cependant une amélioration de 

certains composants du système. La caméra devient une Prime 95B sCMOS (Photometrics), et 

un laser 488 nm plus puissant a été installé (Vortran, 150 mW). Le laser 488 nm et le laser 561 

nm (Coherent, 100 mW) sont utilisés à 10% de leur puissance maximale pendant 100 ms avec 

le miroir dichroïque dual band 491/561 nm (Semrock). Le signal est ensuite filtré par un filtre 

d’émission double 525/45-590/20 nm (Semrock). Un dispositif de chauffage (okolab) permet 

de maintenir l’environnement de l’échantillon à 37°C.  

Les cellules sont préalablement incubées pendant vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml 

d’interféron gamma. Le jour de l’expérience les cellules PLB-985 WT sont incubées une heure 

avec du dextran TMR à une concentration de 100 µg/ml dans du tampon Hepes « complet » à 

37°C. Les cellules sont ensuite lavées trois fois avec du PBS froid pour éliminer l’excès de  
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dextran. Le fait qu’il soit froid limite la formation de nouveaux endosomes non chargés avec 

le dextran TMR242.  Les expériences de phagocytose se déroulent à 37°C, dans du tampon 

Hepes « complet ». Les cellules PLB-985 WT dont les endosomes sont marqués avec le dextran 

TMR sont préalablement déposées sur la lamelle puis elles sont mises en contact avec des 

particules de ZO selon un ratio de cinq particules pour une cellule pour permettre un suivi en 

temps réel de la phagocytose. Une fois un phagosome en formation localisé, des prises de vue 

sont réalisées toutes les 30 secondes, le temps zéro correspond à la fermeture du phagosome. 

L’analyse des images se fait avec le logiciel ImageJ.  

Immunofluorescence 

Les expériences sont réalisées sur le même système de microscopie que celui utilisé pour 

la cinétique de la protéine GFP-Nox2 au phagosome et pour l’étude de la dynamique des 

endosomes chargés avec le dextran TMR. En plus des lasers 488 nm et 561 nm, le laser 405 

nm (Vortran, 100 mW) est utilisé avec le miroir dichroïque quad band 405/491/561/641 nm 

(Semrock) et le filtre d’émission quad bandpass 440/40 nm, 521/20 nm, 607/34 nm, 700/45 

nm (Semrock).  

Les cellules sont préalablement incubées pendant vingt-quatre heures avec 0,1 µg/ml 

d’interféron gamma. Deux millions de cellules sont re-suspendues dans de l’HBSS et déposées 

sur une lamelle de 0,17 mm d’épaisseur (Marienfeld) posée dans une plaque de douze puits. 

Les cellules sont ensuite centrifugées à 13°C pendant trois minutes avec ou sans particules de 

ZO marquées avec du Texas Red pour que le contact entre les deux puisse se faire. Ensuite les 

cellules sont incubées pendant dix minutes à 37°C pour que la phagocytose ait le temps de 

commencer. 

Les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde 4% (PFA) pendant quarante-cinq minutes 

à 13°C. Afin de saturer le PFA libre, une solution de glycine 10% est ajoutée pendant dix 

minutes. Les échantillons sont ensuite perméabilisés pendant dix minutes avec du Triton X100 

puis les récepteurs Fcγ et les sites aspécifiques sont saturés avec une solution de PBS 1X 

contenant 10% de sérum humain décomplémenté, pendant une heure à 37°C. Les anticorps 

primaire anti-EEA1 (PA5-17228, 1:100, Invitrogen), 

 



 
 

 

 

 

 

 

Equation 1 : Loi d’Abbe sur la limite de résolution d’un microscope confocale. La résolution selon les plans dx, y 

et dz dépendent donc de la longueur d’onde utilisée (λ), de l’indice de réfraction du milieu (n) et du demi-angle 

maximale du cône de lumière pouvant sortir de la lentille (α). Dans la pratique même en associant une longueur 

d’onde courte et une importante ouverture numérique (1.4), on obtient difficilement une résolution x,y 

inférieure à 200 nm et une résolution en z inférieur à 500 nm 311. 
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Figure 58 : Représentation de la résolution. Tant que la distance entre deux objets (la distance entre le 

centre des disques de Airy, ∆x) est supérieure à la limite de résolution (équivalente à la distance à mi-

hauteur de l’intensité d’un disque de Airy, d) les deux objets seront discernables. 
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anti-Nox2 (ab80897, 1:1000, Abcam), anti-Rab11 (71-5300, 1-5µg, Thermofisher), anti-

IQGAP1 (ab86064, 1µg/ml, Abcam) sont incubés sur la nuit à 4°C dans du PBS 1X. Après 

lavages, les cellules sont incubées avec un anticorps secondaire anti-immunoglobuline de 

souris marqué avec de l’Alexa 488 (A11029, 1:1000, Life technologies) ou avec un anticorps 

anti-immunoglobuline de lapin marqué avec du Dylight 405 (35550, 1:200, Thermofisher) 

pendant une heure à 37°C. 

Le TIRF-dSTORM  

Intérêt de la technique 

Bien que le microscope soit emblématique de la biologie et qu’il ait considérablement 

contribuer à améliorer les connaissances des sciences du vivant, son inventeur est inconnu. 

Tout juste sait-t-on que la première observation microscopique publiée date de 1625 par les 

italiens Frederico Cesi et Francesco Stelluti. En 1665 Robert Hooke dans son ouvrage 

Micrographia utilise pour la première fois le terme de cellule suite à une observation d’un 

morceau de liège avec un microscope simple de son invention312. Il faudra attendre la 

première moitié du dix-neuvième siècle pour que la formalisation de la théorie cellulaire 

apparaisse grâce à Theodor Schwann et Matthias Schleiden. Dans la seconde moitié de ce dix-

neuvième siècle, plus de deux cent cinquante ans après la première observation en 

microscopie, l’allemand Ernst Abbe (Equation 1) et de manière indépendante le britannique 

George Airy formulent des équations définissant la résolution spatiale d’un système optique. 

Ces équations affirment que la résolution est limitée par la diffraction de la lumière. La 

résolution correspond à la distance minimale qui doit séparer deux objets (∆x) pour qu’ils 

soient distinguable (Figure 58). En effet, du fait de la diffraction, un point apparait comme un 

disque de Airy (ou une point spread function (PSF)) de taille déterminée auquel est associé un 

profil d’intensité. La largeur de ce profil pour une intensité valant la moitié de l’intensité 

maximale (full width at half maximum - FWHM) correspond à la résolution maximale (d)311.  

Récemment plusieurs techniques ont été développées pour s’affranchir de ce plafond de 

verre, ce sont les techniques de super-résolution. Elles se divisent en deux grandes familles 

chacune reposant sur un principe différent : la manipulation optique de la PSF (comme dans 

le STED) ou la localisation précise d’une seule molécule fluorescente (comme dans le direct 

Stochastic Optical Resolution Microscopy ou dSTORM)313.   



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 59 : Diagramme de Jablonski. (A) En microscopie classique les fluorophores oscillent en permanence entre 
l’état excité (S1) et l’état fondamental (S0). En conséquence toutes les molécules sont activées en même temps. 

(B) En dSTORM la transition de l’état S1 vers l’état S0 dépend de la probabilité KR. En stimulant fortement les 
fluorophores avant acquisition, ils se retrouvent souvent dans l’état S1 et ont alors une probabilité KISC de se 
retrouver dans l’état T1. Puisque la glucose oxydase et les thiols du milieu stabilisent les fluorophores qui sont en 
configuration T1 ou radicalaire, statistiquement la multiplication des passages par l’état S1 conduit les 
fluorophores à se retrouver (pratiquement) tous dans un état T1 ou radicalaire. Modifié d’après Endesfelder et 
al. 314 
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Principe 

La fluorescence est le résultat du passage d’une molécule, après absorption d’un photon, 

d’un état fondamental (S0) à un état électronique supérieur (S1) puis de l’émission spontanée 

d’un photon par relaxation vibrationnelle permettant le retour de la molécule vers un état de 

plus faible énergie, son état fondamental (S0). Cependant cette transition vers l’état 

fondamental peut aussi s’effectuer sans émission de photon lorsque : 

- La molécule se trouve dans un état triplet (T1)  

- La molécule reste dans l’état triplet suffisamment longtemps, en présence d’agent 

réducteur correspondant à son potentiel redox (thiol), pour permettre la formation de 

forme radicalaire stable.  

Ces formes représentent l’état « off » du fluorophore dont la stabilité varie de quelques 

minutes à plusieurs heures en solvant aqueux bien que cette stabilité soit affectée par la 

quantité d’oxygène présente dans le milieu et par la stimulation dans l’ultraviolet qui 

favorisent le retour de la molécule à l’état fondamental (Figure 59). Utiliser des conditions où 

la demi-vie du fluorophore dans son état « off » est grande garantit de ne faire fluorescer 

qu’un faible nombre de fluorophores à la fois et c’est sur ce principe que repose la technique 

de STROM. En effet, avant l’acquisition, les fluorophores sont excités avec une puissance laser 

maximale afin de les faire passer le plus souvent possible dans l’état S1. Ils ont alors une 

probabilité KISC de basculer vers l’état noir T1 et une probabilité KR d’émettre de la fluorescence 

et de retrouver l’état S0 (il existe aussi une probabilité KNR de retourner directement à l’état S0 

sans émettre de la fluorescence). Les probabilités KISC et KR dépendent des propriétés du 

fluorophore tandis que KNR est influencée par l’environnement. En multipliant le nombre de 

fois où les fluorophores se retrouvent dans un état S1 on maximise le nombre de fluorophores 

qui statistiquement basculent vers l’état T1 et vers l’état radicalaire, la glucose oxydase en 

supprimant le dioxygène de l’environnement et les thiols en favorisant la formation de la 

forme radicalaire stabilisant les fluorophores dans leur état noir. La réactivation des 

fluorophores sera rare et stochastique ce qui permettra de les séparer spatialement et de 

manière temporelle afin de pouvoir déterminer avec une précision de l’ordre de la trentaine 

de nanomètres leur localisation314.  

 



 
 

 

 

Equation 2 : Loi de Snell-Descartes. L’angle du rayon réfracté (θr) dépend des indices de réfractions des milieux 

traversés (n1 et n2) ainsi que de l’angle du rayon incident (θi).  

 

 

 

Equation3 & Equation 4 : Propriétés de l’onde évanescente en TIRF. La profondeur de l’onde évanescente 

dépend de la longueur d’onde du rayon incident (λ0), de son angle (θi) et des indices de réfractions des milieux. 

L’utilisateur ne peut généralement influer que sur l’angle θi (Equation 3).  L’intensité de cette onde évanescente 

décroit exponentiellement avec la distance suivant une constante d (Equation de Fresnel – Equation 4)315.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60 : Schéma illustrant la configuration HILO. (A) En configuration highly inclined and laminated optical 

sheet microscopy l’augmentation de l’angle d’incidence due à (l’augmentation de X) augmente l’inclinaison du 

faisceau lumineux et réduit sa taille. (B) L’épaisseur de l’illumination (dz) correspond à la largeur de l’illumination 

dans le plan du spécimen (R) divisé par la tangente de l’angle θ. D’après Tokunaga et al.316  
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La microscopie dSTORM peut s’appliquer à plusieurs types de microscopie puisqu’il est 

possible d’utiliser un microscope à épifluorescence317 ou un microscope confocal avec un 

module de Total Intern Reflexion Fluorescence (TIRF). Il est même possible d’imager une 

cellule entière en microscopie STORM318. Cependant afin de limiter la quantité de 

fluorophore stimulés, dans notre étude on utilise un module TIRF ce qui permet de se 

concentrer sur les phénomènes se déroulant à moins d’une centaine de nanomètres de la 

membrane. Le principe du TIRF repose sur la loi de Snell-Descartes. Selon cette loi l’angle du 

rayon incident (θi) multiplié par l’indice de réfraction du milieu (n1) permet, si on divise le 

produit par l’indice de réfraction du milieu dans lequel évoluera le rayon réfracté (n2), de 

déterminer l’angle du rayon réfracté (θr) (Equation 2). Si θi est égal ou supérieur à un angle 

critique, θr sera égal ou supérieur à 90° et ne sortira pas du milieu n1. Cependant il a été 

montré que bien qu’il n’y ait pas de rayon réfracté dans le milieu d’indice de réfraction n2, 

une onde électromagnétique se propage dans ce milieu. La distance sur laquelle l’onde se 

propage dépend de la longueur d’onde du rayon incident, de θi, et des indices de réflexion 

des deux milieux (Equation 3). Comme l’a montrée Fresnel, la perte d’intensité de cette onde 

n’est pas linéaire, elle décroit de manière exponentielle par rapport à sa source (Equation 

4). Seuls les fluorophores proches de la source de l’onde évanescente seront donc excités, 

limitant le bruit de fond. Cependant en pratique trouver cet angle critique est compliqué, 

aussi le TIRF est bien souvent utilisé en configuration HILO (highly inclined and laminated 

optical sheet microscopy)316. Dans cette configuration θi est inférieur à l’angle critique mais 

suffisamment important pour obtenir une fine illumination oblique de l’échantillon 

permettant : de pénétrer dans la profondeur de la cellule (ou de rester à la membrane), de 

ne pas stimuler les fluorophores de la cellule qui ne sont pas excités par cette illumination 

oblique (Figure 60).  

Préparation des lamelles 

Bien que la préparation des échantillons pour la technique de dSTORM corresponde à celle 

effectuée pour une immunofluorescence traditionnelle, la préparation des lamelles requiert 

une attention particulière du fait de la détection de chacune des molécules qui fluorescent. 

Afin de limiter le bruit de fond due aux sources de contamination exogène, les lamelles (No. 

1.5H (tol. ± 5 µm), Marienfeld) sont lavées par sonication pendant trente minutes avec 0,1% 

de Decon 90 et 100 mM d’hydroxyde de sodium. Elles sont ensuite 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 61 : Schéma expérimental de la phagocytose frustrée. Après dépôt de sérum d’albumine 

bovine sur la lamelle, un anticorps anti-BSA est ajouté. Lorsque les cellules sont déposées sur les 

lamelles, leurs récepteurs Fcγ reconnaissent les anticorps anti-BSA, les cellules s’étalent initiant les 

mécanismes de la phagocytose. 

 

 

 

 

 

Figure 62 : Représentation des F(ab’)² et de leur marquage. La précision de localisation du centre de 

la PSF est de deux nanomètres. En conséquence deux fluorophores clignotant à des moments 

différents, présent sur le même F(ab) et distant de plus de deux nanomètres seront perçus comme 

deux évènements indépendants.  

 

 

 

 

 

 

Cellule  

BSA  

Nox2 

Anticorps 

Anti-BSA  

            

Récepteur Fcγ 

5 nm 



 Quatrième partie 100 

  

gardées deux heures dans 2N d’hydroxyde de sodium puis lavées à l’eau miliQ avant de l’être 

avec de l’éthanol 70%. Enfin elles passent une heure dans un bain d’éthanol absolu puis 

d’acétone avant d’être séchées au four pendant trente minutes à 70°C. 

Expérience 

 Dans le cadre de cette étude, les cellules ont été mises dans deux conditions : 

- En phagocytose frustré (Figure 61). Les lamelles sont recouvertes de sérum d’albumine 

bovine (BSA) à 10 mg/ml durant une nuit à température ambiante. Elles sont ensuite 

lavées et un anticorps anti-BSA (Immunoglobuline de lapin, 1:500) est ajouté pendant 

une heure à température ambiante avant lavage pour éliminer l’excédent d’anticorps. 

- Sur poly-lysine. Les lamelles sont recouvertes de 0,01% de poly-L-Lysine pendant une 

heure à température ambiante. Les lamelles sont rincées avec de l’eau puis de l’éthanol 

absolu avant de sécher sous hotte jusqu’à évaporation de l’éthanol. 

Un million de cellules re-suspendues dans de l’HBSS sont déposées par lamelle. Après 

centrifugation à 13°C, les cellules sont incubées pendant une ou dix minutes à 37°C pour que 

la phagocytose frustrée se fasse. Les cellules sont ensuite fixées avec du PFA 4% à 13°C 

pendant quarante-cinq minutes. Afin de saturer le PFA libre, une solution de glycine 10% est 

ajoutée pendant dix minutes. Les échantillons sont ensuite perméabilisés pendant dix 

minutes avec du Triton X100 puis les récepteurs Fcγ et les sites aspécifiques sont saturés 

grâce à 10% de sérum humain inactivé pour le complément pendant une heure à 37°C. Enfin 

l’incubation avec l’anticorps primaire monoclonal anti-Nox2 (ab80897, 1:1000, Abcam) se 

déroule durant deux heures à 37°C dans du PBS 1X tandis que l’incubation avec le F(ab’)² 

polyclonal marqué avec de l’Alexa 647, dirigé contre les immunoglobulines murines 

(A21237, 1:3000, Thermofisher) et l’anticorps bloquant dirigé contre les immunoglobulines 

anti-BSA provenant de lapin (ab6831, 1:1000, Abcam) s’étale sur une heure uniquement à 

37°C. Chaque F(ab’)² possède entre deux et huit molécules fluorescentes (ThermoFisher), 

cela permet d’améliorer le signal dans les techniques d’imagerie classiques mais cela peut 

entraîner la détection du même anticorps (et donc par extension de la même protéine Nox2) 

plusieurs fois en dSTORM (Figure 62).    

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 63 : Profil d’intensité du disque de Airy en fonction de la distance. Le nombre de photons émis par le 

fluorophore affecte directement la qualité de sa localisation. (A) Lorsque le fluorophore émet peu de photon, le 

profil d’intensité correspondant est relativement étalé. Conséquence la FWHM est importante ce qui se traduit 

par une grande incertitude concernant la localisation exacte de la molécule. (B) A l’inverse lorsque nombre de 

photons sont produits, le signal se détache facilement du bruit de fond et la FWHM est alors étroite. La 

localisation sera dans ce cas, précise.   
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Acquisition 

L’utilisation de l’Alexa 647 en dSTORM est due au fait que la précision de la localisation est 

directement dépendante de la quantité de photons collectée et donc que seul des molécules 

organiques très brillantes sont compatibles avec cette approche (Figure 63). Or parmi les 

nombreuses molécules testées319, l’Alexa 647 s’est établi comme la référence du fait de son 

fort signal et de sa capacité à répéter les cycles « on-off ». 

Concernant l’anticorps bloquant, du fait qu’il soit spécifiquement dirigé contre les 

immunoglobulines de lapin il a une plus forte affinité pour les immunoglobulines anti-BSA que 

le F(ab’)² marqué avec l’A647 dirigé contre les immunoglobulines de souris, limitant ainsi la 

fixation aspécifique de ce dernier.  

Comme dit précédemment, le dioxygène favorise le retour des fluorophores dans leur état 

fondamental tandis que les composés thiols participent à l’augmentation de la durée de vie 

des fluorophores dans leur état « off ». Pour limiter la présence de dioxygène, le milieu utilisé 

pour l’acquisition des images se compose donc principalement de : 

- Glucose oxydase à une concentration de 0,63 mg/ml (G2133, Sigma) qui réduit le 

dioxygène en peroxyde d’hydrogène 

- Glucose (0,1 g/ml) qui sert de substrat à la glucose oxydase 

- Catalase à 40 µg/ml (C100, Sigma) qui par dismutation forme deux molécules d’eau et 

une molécule de dioxygène à partir de deux molécules de peroxyde d’hydrogène 

- Mercaptoéthylamine (110 mM) qui est le composé thiol permettant le passage du 

fluorophore vers sa forme radicalaire.  

Concernant le système d’acquisition présent sur la plateforme Imagerie-Gif il se compose 

d’un microscope Nikon Eclipse Ti E inversé doté d’une platine motorisée x, y, z avec Perfect 

Focus System, d’un objectif 100x APO TIRF SR immersion à huile d’une ouverture numérique 

de 1,49 (Nikon) et une caméra Andor iXon Ultra 897 EM-CCD. Afin d’exciter l’Alexa 647 le laser 

647 nm (MPB Communication, 300 mW) a été utilisé avec le cube QUAD : 450/60-525/50-

605/50-730/120 (Nikon, Chroma). Lorsque le nombre d’évènements détecté devient trop 

faible, la diode 405 nm (Cube, 100 mW, Coherent) est aussi utilisée pour faire basculer l’Alexa 

647 de son état radicalaire vers son état fondamental. L’ensemble est piloté par le  
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logiciel NIS-Elements Advanced Research. Vingt milles séquences de 16 ms chacune sont 

prises par acquisition4d, une acquisition illustrant généralement une seule cellule.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
d  En dSTROM une image correspond à la reconstruction faites à partir des 20 000 séquences acquises. Une 
acquisition correspond donc aux 20 000 séquences avant reconstruction.   
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5. 

Statistiques et analyses d’images 

Statistiques 

L’ensemble des tests statistiques ont été effectués avec le logiciel Prism8 (GraphPad). 

Chaque barre d’erreur représente la Standard Error of Mean de l’expérience. Les coefficients 

de corrélation de Pearson sont représentés à l’aide de diagramme en boîte à moustache 

illustrant le premier quartile, la médiane (deuxième quartile) et le troisième quartile. Sont 

ensuite ajoutée des barres allant jusqu’au cinquième et quatre-vingt-quinzième centile.   

Pour les expériences de cytométrie et de luminométrie, un test de student a été utilisé. La 

comparaison statistique des CCP a été faites grâce à des tests de student ou des tests de 

Wilcoxon selon que les données suivaient ou non une loi normale. Concernant l’accumulation 

de la protéine GFP-Nox2 au phagosome, un ratio paired t test a été employé pour les temps 

courts tandis qu’un test de Wilcoxon a été effectué pour les temps plus longs car les données 

correspondantes ne suivaient pas une loi normale. Pour comparer les ratios à la valeur 

théorique de un, des one sample t test ou one sample Wilcoxon test ont été effectués selon 

que les valeurs suivent ou non une loi normale. Enfin les expériences de super-résolution 

nécessitèrent l’utilisation du test de Mann-Whitney car les données ne suivaient pas une loi 

normale et n’étaient pas appareillées (sauf pour la comparaison de l’étalement relatif des 

cellules PLB-985 WT et PLB-985 p47phox ∆GT après dix minutes de phagocytose frustrée où les 

données suivaient une loi normale, justifiant l’utilisation d’un test de student). Concernant la 

significativité des P-value, une étoile correspond à une valeur inférieure à 0,05, deux étoiles à 

une valeur inférieure à 0,01, trois étoiles à une valeur inférieure à 0,001 et quatre étoiles à 

une valeur inférieure à 0,0001.  

Analyse d’images 

Etude de la colocalisation 

L’étude de la colocalisation des protéines a été faite en traçant des profils d’intensité ou 

grâce au plugin d’ImageJ « JACoP » : en calculant le coefficient de Pearson ou en utilisant la 

méthode object-based comme expliqué par Bolte et Cordelières267.  

 



 
 

 

 

 

Equation 5 : Coefficient de corrélation de Pearson (CCP). Ri et Gi correspondent à l’intensité du pixel i dans 

respectivement le canal rouge et le canal vert tandis que R̅ et G̅ sont la moyenne d’intensité de l’image dans le 

canal rouge ou vert 320.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 64 : Profil type de scatter plots et coefficient de Pearson correspondant. L’intensité de chaque pixel dans 
les deux images où la colocalisation est comparée est traduite en coordonnées x, y. La configuration A correspond 
au cas idéal (coefficient de Pearson égal à un) mais l’ajout de bruit dans l’une des deux images affecte le 
coefficient de Pearson obtenu (A*). Le résultat de ces configurations est représenté par l’aire jaune dans la figure 
E. Lorsque les fluorophores n’ont pas la même intensité un biais s’installe diminuant là encore le coefficient de 
Pearson même si la colocalisation est complète (B et aire rouge et verte figure E).  La colocalisation partielle se 
traduit par une corrélation moindre des intensités des pixels dans les deux canaux induisant une baisse du 
coefficient de corrélation de Pearson (C). Enfin s’il y a une exclusion mutuelle deux populations se dégagent 
chacune le long de l’axe x ou y et le coefficient de Pearson est négatif (D)267.   
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Le calcul du coefficient de Pearson (Equation 5) peut s’illustrer avec une représentation 

graphique (Figure 64). En effet il est possible de représenter l’intensité d’un pixel donné dans 

les deux images où l’on souhaite étudier la colocalisation de protéine, comme une paire de 

coordonnées x, y. S’il y a une corrélation entre les deux images, la répartition des pixels doit 

former une droite dont la pente dépend de l’intensité de fluorescence de chaque 

fluorochrome. La dispersion des points par rapport à la droite théorique peut alors être estimé 

par le calcul du coefficient de Pearson. Cependant cette méthode est sensible au bruit et elle 

compare toute l’image en ne se limitant pas aux structures d’intérêt (car la formule tient 

compte de l’intensité moyenne des pixels qui composent l’image empêchant le seuillage). 

Pour contourner ce problème, on s’assure des résultats en utilisant un contrôle négatif. Dans 

nos expériences pour chaque CCP calculé l’image du canal représentant la protéine Nox2 subit 

une rotation de 180° avant un nouveau calcul du CCP. Après rotation l’intensité des pixels dans 

les deux images ne doivent plus être corrélées.  

Le CCP ne permet pas d’évaluer spatialement les zones de colocalisation. Pour cela on 

utilise deux méthodes parmi les plus efficaces pour évaluer la colocalisation de deux éléments. 

La première consiste à tracer un profil d’intensité dans chacune des images et à comparer la 

superposition des pics d’intensités. Si la distance de superposition des pics à mi-hauteur de 

l’intensité maximale est supérieure à la résolution spatiale de la caméra alors il y a 

colocalisation entre les deux objets (Figure 65). Cependant le plot profil ne permet pas 

d’évaluer la colocalisation dans l’ensemble de l’échantillon d’où l’utilisation de la seconde 

méthode. Cette méthode object-based, permet d’isoler les objets dans chacun des canaux par 

un seuillage et une segmentation et d’identifier leur centroïde (le centre géométrique de 

l’objet) et leur centre d’intensité qui tient compte de la distribution de l’intensité dans l’objet. 

Dans notre cas on a réalisé une projection selon l’axe z suivant le maximum d’intensité puis 

comparé la distance entre les objets identifiés par leur centroïde dans le canal A aux objets du 

canal B, si elle est inférieure à la résolution alors les objets sont colocalisés.  En divisant par le 

nombre total d’objet présent dans chacun des canaux on a pu déterminer pourcentage 

d’endosome positif, pour Rab11 ou EEA1 et pour Nox2. Ces trois techniques sont donc 

complémentaires apportant une analyse globale de la colocalisation pour le CCP, une analyse 

spatiale mais limitée à la région choisie pour le plot profil, une analyse spatiale globale mais 

nécessitant un prétraitement du signal dans le cas de la méthode object-based.   



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 65 : Colocalisation avec la technique de profil d’intensité. Une flèche est tracée aux mêmes coordonnées 
dans les deux canaux où l’on souhaite évaluer la colocalisation (flèche rouge, encadré). Les profils sont 
superposés. Si la distance de recouvrement des deux pics à mi-hauteur de l’intensité est supérieure à la 
résolution spatiale de la caméra alors les deux éléments colocalisent. D’après Bolte et al.267    
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Accumulation de Nox2 au phagosome 

L’accumulation de la fluorescence de la protéine GFP-Nox2 au phagosome est analysée 

avec le logiciel ImageJ. Une ligne segmentée, qui recouvre la membrane du phagosome ou la 

membrane plasmique, est manuellement tracée pour chaque cellule. Le plan choisi est si 

possible le plan médian du phagosome sauf si ce phagosome est accolé à la membrane 

plasmique ne permettant pas de faire la différence entre les deux membranes ou que la 

membrane n’est pas parfaitement nette. En cas de fusion entre deux phagosomes pendant 

l’expérience, seule la fluorescence sur la partie de la membrane qui était suivie avant la fusion 

est mesurée.  

Le ratio de fluorescence est déterminé par la moyenne d’intensité de fluorescence au 

phagosome moins la moyenne d’intensité du bruit de fond divisé par la moyenne d’intensité 

à la membrane plasmique moins la moyenne d’intensité du bruit de fond. L’intensité moyenne 

du bruit de fond est déterminée par la moyenne des intensités moyennes de quatre régions 

d’intérêt rectangulaire tracées en dehors des cellules.    

Expression de la protéine IQGAP1 dans les PLB-985 WT après transfection des siARN 

Le calcul d’extinction de l’expression d’IQGAP1 après transfection par le siARN 

correspondant se fait à l’aide du logiciel ImageJ grâce à la fonction dédié, analyse de gel. Cette 

fonction réalise un histogramme d’intensité de chaque piste de migration permettant de 

déterminer l’aire sous la courbe de chacune des bandes présentes puis de les comparer entre 

elles.    

Super-résolution 

L’analyse d’image la plus ardue concerne la super-résolution. Du fait de l’absence de 

protocole standardisé, les paramètres que nous avons utilisés sont ceux recommandés par la 

littérature321,303. Tout d’abord les différents logiciels d’analyse (ici thunderSTROM304) utilisent 

un algorithme de band-pass filter, dans notre cas un difference of averaging filters afin de 

distinguer les signaux du bruit. Ils déterminent ensuite les signaux susceptibles d’être un 

clignotement grâce à l’une des méthodes proposées. Dans le cas présent la méthode du 

maximum local est utilisée, l’intensité du pixel étudié doit être supérieure à une valeur seuil 

(correspondant à trois fois l’écart-type du bruit de fond) ainsi que supérieure ou égale à celle  



 
 

 

 

 

 

Equation 6 : Calcul de l’incertitude de localisation en dSTORM. Le σ correspond à l’écart-type et donc à 

l’incertitude de localisation. Il dépend de l’écart-type du bruit de fond (b), de la taille du détecteur (a), du nombre 

de photons collectés (N) et de l’écart-type de la PSF (S)311.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 66 : Différence entre la représentation d’une image de dSTORM et la localisation des évènements aux 

coordonnées correspondantes. (A gauche) Représentation visuelle de la quantité d’évènements aux 

coordonnées correspondantes. Contrairement à ce que l’on pourrait penser cela ne représente pas un 

évènement et son incertitude σ. (A droite) Position (et quantité) des évènements réellement détectés aux 

coordonnées correspondantes 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 67 : Représentation du complexe Nox2 – Ac primaire – F(ab’)². La représentation à l’échelle montre le 

diamètre de Nox2 avec le cercle violet (10 nm), la distance maximale à laquelle peut se trouver l’extrémité du 

fragment Fc de l’anticorps primaire (cercle noir) soit à 10 nm de Nox2, la distance maximale à laquelle peut se 

trouver le F(ab’)² de l’anticorps primaire soit 5 nm (cercle rouge). Le total représente bien 20 nm de rayon. 
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des huit pixels l’environnant. Une fois tous les signaux candidats identifiés, il compare la 

distribution de l’intensité pour chaque signal avec celle d’une PSF théorique, le centre de cette 

PSF représentant la localisation du fluorophore. La dispersion de la PSF (σ), qui correspond à 

la résolution ainsi qu’à l’incertitude de localisation, dépend de plusieurs facteurs (Equation 6) 

dont l’un est le nombre de photons collectés. Ce nombre N est notamment dépendant : 

- De l’orientation du fluorophore par rapport au laser et par rapport au détecteur (donc 

de l’orientation de l’anticorps sur lequel il est fixé) 

- Du moment où la molécule passe dans son état « on ». Si c’est au début des 16 ms de la 

séquence tous les photons émis seront collectés durant cette séquence ; si elle s’active 

vers le milieu ou la fin, les photons seront collectés sur plusieurs séquences 

d’acquisition.   

En utilisant l’un des modèles de PSF proposés (PSF : Integrated Gaussian) on obtient une 

liste contenant les coordonnées de tous les évènements, ainsi que le nombre de photons 

détectés, la taille de σ et une représentation visuelle de la répartition des molécules. Il est 

important de noter que cette représentation ne reflète pas la précision de la liste obtenue 

puisqu’un pixel peut contenir de nombreuses molécules dont les coordonnées ont été 

identifiées à l’intérieur de ce pixel (Figure 66). Cette liste doit ensuite être affinée pour 

éliminer les points avec des paramètres fantaisistes. Par exemple, le rayon maximal entre le 

centre de la protéine Nox2 et la fin de l’anticorps secondaire correspond à : cinq nanomètres 

(rayon de la protéine Nox2)247 plus dix nanomètres (longueur de l’anticorps primaire) et cinq 

nanomètres (longueur de l’anticorps secondaire) (car il s’agit d’un F(ab’)2) ce qui fait un total 

de vingt nanomètres (Figure 67). Les évènements dont l’incertitude de localisation est 

supérieure à la distance maximale entre la protéine Nox2 et l’extrémité du F(ab’)² sont donc 

éliminées.   

Une fois terminée, la liste des évènements et de leurs propriétés est transférée dans le 

logiciel SR Tessler306. En effet la liste des évènements seule ne permet pas d’étudier 

l’organisation des protéines Nox2 les unes par rapport aux autres. Pour ce faire il est 

nécessaire d’utiliser un algorithme capable de détecter des organisations nano ou 

micromoléculaires, les clusters. L’utilisation du DBSCAN permet la détection de cluster. C’est  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 68 : Principe du DBSCAN.  Dans le cercle centré sur A, il y a plus de molécule que le seuil fixé (ici trois) 

donc ces molécules font partie d’un même cluster. Dans tous les cercles centrés sur les molécules en rouge il y a 

plus de molécules que le seuil fixé et elles contiennent toutes au moins une molécule remplissant aussi ce critère. 

Elles appartiennent donc au même cluster. Pour les molécules B et C, le cercle centré sur elles contient une 

molécule du cluster mais il n’y a pas assez de molécules présentes dans leur cercle pour qu’elles dépassent le 

seuil fixé. Elles forment donc la limite du cluster. Le cercle centré sur N ne contient aucune molécule du cluster 

il n’appartient donc pas à celui-ci. Wikimedia Commons contributors, "File:DBSCAN-Illustration.svg," Wikimedia 

Commons, the free media repository, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=File:DBSCAN-

Illustration.svg&oldid=219879325 
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un outil puissant mais il repose sur un choix empirique des paramètres par l’utilisateur 

aboutissant à une analyse heuristique. Dans notre cas, on a choisi de considérer comme 

cluster tout ensemble d’évènements dont la taille est supérieure à l’incertitude théorique 

maximale (soit 40 nm de diamètre) et comprenant au moins quinze évènements (soit au moins 

deux F(ab’)²). Le principe repose sur le dénombrement des molécules présentes dans un cercle 

de rayon R centré sur a. Si le nombre de molécules est supérieur au seuil fixé, alors la molécule 

a fait partie d’un cluster ; l’algorithme recommence alors avec le point b compris dans le cercle 

de centre a. Si le nombre de molécule est supérieur au seuil fixé, alors la molécule b fait partie 

du même cluster que a. L’utilisateur défini un nombre de molécules minimum remplissant les 

conditions précitées pour définir l’ensemble comme un cluster. Si la molécule n+1 comprend 

un ou des points du cluster mais que le nombre de molécule présente dans le cercle de rayon 

R est inférieur au seuil fixé alors la molécule n+1 appartient au cluster mais elle en marque la 

limite (Figure 68). Le résultat est une liste des clusters présents dans la cellule avec leur 

position, leur taille, le nombre d’évènement de fluorescence détecté dans le cluster. Il est 

ensuite possible de comparer la distribution des clusters et leurs paramètres dans chacune 

des conditions afin de déterminer si elles influencent les clusters de Nox2.   
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Résumé : Les neutrophiles sont les leucocytes les 
plus nombreux et les premières cellules à arriver au site 
de l’infection où elles internalisent les pathogènes par 
phagocytose. Dès le début du processus, la NADPH 
oxydase s’assemble au phagosome où elle permet la 
production de formes réactives de l’oxygène 
contribuant ainsi à la destruction du pathogène. La 
sous-unité catalytique membranaire de la NADPH 
oxydase, Nox2, est donc présente à la coupe 
phagocytaire puis au phagosome. Le dessein de cette 
étude était de déterminer quelles sont les sources 
subcellulaires de la protéine Nox2, de savoir si la 
protéine s’accumule au phagosome et le cas échéant 
selon quelle cinétique. Dans le but de comprendre la 
dynamique de la protéine Nox2, la protéine 
d’échafaudage IQGAP1 qui est associée au 
cytosquelette a également été étudiée. Enfin l’étude de 
l’organisation spatiale de la protéine Nox2 à la synapse 
phagocytaire a également été abordé.  

En utilisant des cellules neutrophil-like (PLB-985) ainsi que 
des neutrophiles humains, notre étude a montré par 
immunofluorescence la présence de la protéine Nox2 dans 
des endosomes de recyclage ou dans des endosomes 
précoces. Lors de la phagocytose ils avoisinent le 
phagosome suggérant leur implication dans l’apport de la 
protéine Nox2 à la membrane de ce dernier. L’utilisation 
de cellules PLB-985 pour lesquelles l’expression de Nox2 a 
été supprimée puis réintroduite avec un transgène codant 
pour la protéine GFP-Nox2 montre que la sous-unité Nox2 
s’accumule au phagosome pendant les vingt minutes 
suivant sa fermeture. Dans notre étude, la protéine 
IQGAP1 ne semble pas avoir d’effet sur la phagocytose ou 
sur la production de FRO par la NADPH oxydase. Enfin, 
grâce à une technique de microscopie super-résolution (le 
dSTORM) l’évolution du pattern de Nox2 dans la 
membrane a été évalué au cours du temps en phagocytose 
frustrée. En dix minutes, le nombre de clusters de protéine 
Nox2 augmente mais leur taille reste inchangée. 

 

 

Title : Protein Nox2 Dynamics during phagocytosis 
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Abstract : Neutrophils are the most numerous 
leukocytes and the first cells to arrive at the site of 
infection where they internalize pathogens by 
phagocytosis. From the beginning of the process, the 
NADPH oxidase is assembled at the phagosome, where 
it allows the production of reactive oxygen species 
(ROS), thus contributing to the destruction of the 
pathogen. The membrane bound catalytic subunit of 
the NADPH oxidase, Nox2, is therefore recruited at the 
phagocytic cup and then at the phagosome. The 
purpose of this study was to determine, which are the 
subcellular sources of the Nox2 protein, whether the 
protein accumulates at the phagosome and if so, 
according to which kinetics. In order to modify the 
dynamics of the Nox2 protein, the scaffold protein 
IQGAP1 that is associated with the cytoskeleton was 
also studied. Finally, the spatial organization of the 
Nox2 protein in the phagocytic synapse was also 
investigated.  

Using neutrophil-like cells (PLB-985) as well as human 
neutrophils, our study showed by immunofluorescence the 
presence of the Nox2 protein in recycled or early 
endosomes. During phagocytosis, they are close to the 
phagosome, suggesting their involvement in the 
contribution of the Nox2 protein to the phagosome 
membrane. The use of PLB-985 for which Nox2 expression 
has been suppressed and then reintroduced with a 
transgene encoding the GFP-Nox2 protein shows that the 
Nox2 subunit accumulates at the phagosome during the 
first twenty minutes after its closure. In our study, the 
protein IQGAP1 does not appear to have any effect on 
phagocytosis or on the production of ROS by NADPH 
oxidase. Finally, using super resolution microscopy 
(dSTORM) the evolution of the Nox2 pattern in the 
membrane has been evaluated over time in frustrated 
phagocytosis. Within ten minutes, the number of Nox2 
protein clusters increases but their size remains 
unchanged.  

 

 


