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Les neutrophil extracellular traps (NETs) sont des filaments d’ADN décondensés 

chargés avec des protéines neutrophilaires. Ils sont produits et sécrétés par les neutrophiles dans 

le milieu extra-cellulaire. Les NETs ont plusieurs fonctions. Celle que nous avons examinée est 

leur capacité à activer les cellules myéloïdes. En effet, ils peuvent être pro- ou anti-

inflammatoires sur les macrophages non polarisés au repos ou activés, respectivement. Dans 

cette étude, nous avons examiné l'impact des NETs sur différentes sous-populations de 

macrophages chez des individus sains et des patients atteints de la maladie auto-immune, 

polyarthrite rhumatoïde (PR). Nous avons également étudié le mécanisme d'activation des 

macrophages par les NETs et les voies déclenchées par les NETs dans les macrophages. 

Pour ce faire, des macrophages non polarisés, pro- et anti-inflammatoires ont été induits 

à partir de monocytes sanguins purifiés de sujets sains ou de patients atteints de PR. Des NETs 

ont également été préparés à partir de neutrophiles sanguins autologues. Ces macrophages ont 

ensuite été caractérisés et mis en culture avec des NETs en présence ou en l'absence de LPS. 

Plusieurs médiateurs pro- et anti-inflammatoires ont été analysés en présence ou en l'absence 

de LPS. Le transcriptome des macrophages pro-inflammatoires cultivés avec des NETs 

provenant de patients atteints de PR a également été examiné. Enfin, l'implication du récepteur 

Toll-like 9 (TLR9) dans les macrophages et de la protéine du complément C1q dans les NETs 

a été déterminée, en cultivant des macrophages de type sauvage/déficient en TLR9 avec des 

NETs préparées à partir de souris de type sauvage/déficient en C1q. 

Nos résultats ont montré que les NETs induisent un profil de cytokines pro-

inflammatoires sur les sous-populations de macrophages au repos, y compris celles décrites 

comme anti-inflammatoires, plus particulièrement chez les patients atteints de PR. En réponse 

au LPS, les macrophages de la PR sont résistants à l'activité anti-inflammatoire des NETs. 

L'activation des macrophages par les NETs n'est pas médiée par TLR9 dans les macrophages 

et ne dépend pas du C1q chargé sur les NETs. Les analyses RNAseq ont confirmé que les NETs 

activent les médiateurs pro-inflammatoires sur les macrophages mais diminuent l'activation des 

médiateurs anti-inflammatoires et indiquent qu'ils induisent également les gènes de la voie du 

récepteur d’aryl hydrocarbone. 

Nous avons alors conclu que dans la PR, les NETs déstabilisent l'équilibre pro-/anti-

inflammatoire vers une activation pro-inflammatoire des sous-populations de macrophages. De 

plus les NETs induisent l’activation de la voie de l’AhR par les macrophages, dont le rôle reste 

à déterminer.  
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I. Cellules myéloïdes 

 

I.1 Génération de cellules myéloïdes 

Le système immunitaire désigne l’ensemble des mécanismes de défense de l’organisme 

contre les agents pathogènes et contre les altérations du soi. Deux types d’immunité coexistent. 

En premier lieu, l’immunité innée, qui représente la première ligne de défense de l’organisme 

contre les pathogènes. Elle est non spécifique et fera l’objet de ma thèse. En second lieu, 

l’immunité adaptative ou acquise, qui désigne la deuxième ligne de défense spécifique 

d’antigène.  

Le fonctionnement du système immunitaire est orchestré par les cellules immunitaires 

qui sont dotées de fonctions distinctes. La majorité est générée à partir de cellules quiescentes 

multipotentes qui s’auto-renouvellent, les cellules souches hématopoïétiques (hematopoietic 

stem cells ; HSCs) via un processus appelé hématopoïèse (Becker, McCULLOCH, and Till, 

1963; Wu et al., 1968).  

Les HSCs résident dans la moelle osseuse, au niveau périvasculaire (Spangrude, 

Heimfeld, and Weissman, 1988; Kiel et al., 2005). Elles sont regroupées et maintenues sous 

forme de niches dans un microenvironnement spécifique. Ce microenvironnement est formé 

principalement de cellules stromales mésenchymateuses, de cellules endothéliales et 

d’ostéoblastes (Visnjic et al., 2004; Kiel et al., 2005; Sugiyama et al., 2006) qui sont 

responsables du maintien des niches par des interactions cellulaires, faisant intervenir par 

exemple les intégrines (Papayannopoulou et al., 1995), ou via la sécrétion de facteurs solubles 

tels que le ligand de la chimiokine de type CXC (chemokine (C-X-C motif) ligand ; CXCL) 12 

ou le facteur de croissance transformant (transforming growth factor ; TGF) β (Christopher et 

al., 2009). 

En présence de facteurs inflammatoires, les HSCs sortent de leur état de quiescence et 

s’activent (Christopher et al., 2009; King and Goodell, 2011). Une fois activées, les HSCs se 

différencient en progéniteurs multipotents (multipotent progenitors ; MPPs) (Morrison and 

Weissman, 1994). Les MPPs prolifèrent et donnent naissance, soit à des progéniteurs myéloïdes 

communs (common myeloid progenitors ; CMPs), qui produiront des cellules myéloïdes par le 

processus de myélopoïèse (Akashi et al., 2000), soit à des progéniteurs lymphoïdes communs 
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(common lymphoid progenitor ; CLPs), qui donneront naissance aux lymphocytes, via le 

processus de lymphopoïèse. Les CMPs se différencient ensuite en progéniteurs de 

mégacaryocytes et d’érythrocytes (megakaryocyte–erythroid progenitor cell ; MEPs) et en 

progéniteurs de granulocytes et de macrophages (granulocyte-macrophage progenitors ; GMPs) 

(Manz et al., 2002; Pronk et al., 2007). Les MEPs produisent des plaquettes ou des érythrocytes. 

Les GMPs, pour leur part, se différencient en précurseurs de monocytes/macrophages et de 

cellules dendritiques (macrophage and dendritic dell precursors MDPs) et en précurseurs de 

granulocytes communs (common granulocyte precursors ; CGP) (Fogg et al., 2006; Auffray et 

al., 2009). Les MDPs donneront naissance, soit aux progéniteurs de cellules dendritiques 

(dendritic cells progenitors ; DCPs) qui se différencient en cellules dendritiques (dendritic 

cells ; DCs) classiques ou DCs plasmacytoïdes (Naik et al., 2007), soit aux progéniteurs de 

monocytes communs (common monocyte progenitors ; cMoPs) (Hettinger et al., 2013; 

Kawamura et al., 2017a). Les cMoP produisent par la suite des monocytes, qui à leur tour se 

différencient en macrophages ou en DCs. Les CGPs quant à eux induisent la production de 

neutrophiles, de basophiles ou d’éosinophiles (Yáñez et al., 2015). Il a également été montré 

que les DCs peuvent se former à partir de précurseurs lymphoïdes (Manz et al., 2001) (Figure 

1). 
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Figure 1. La myelopoeïse. 

À l’état d’équilibre les HSCs sont quiescentes et forment des niches dans la moelle osseuse.  

Lors de stimuli pro-inflammatoires, les HSC se différencient en MMPs. Les MMPs prolifèrent et 

donnent naissance à des CMPs ou des CLPs. Les CMPs produisent à leur tour des MEPs et GMPs. Les 

MEPs se différencient en plaquettes ou en érythrocytes et les GMP produisent les MDPs et les CGPs. 

Par la suite les MDPs se différencient soit en DCs ou en cMoPs.  Les cMoPs produisent à leur tour des 

précurseurs de monocytes, qui se différencieront en monocytes. Les monocytes donnent naissance soit 

à des macrophages ou des DCs. Les CGPs quant à eux induisent la production de neutrophiles, de 

basophiles ou d’éosinophiles. 

 

I.2 Activation de la myélopoïèse 

La myélopoïèse, qui à l’origine est appelée «granulopoïèse d'urgence» (Manz and 

Boettcher, 2014), représente le processus de production de cellules myéloïdes, comme décrit 

précédemment. Elle est la conséquence de plusieurs stimuli. En effet, en cas d’inflammation, la 

production accrue de facteurs de croissances, de cytokines ainsi que la présence de produits 
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d’agents pathogènes activent les HSCs qui stimulent le processus de myélopoïèse (Hérault et 

al., 2017; Mitroulis et al., 2018).  

Parmi les nombreux facteurs de croissance impliqués dans l’activation de la 

myélopoïèse, le facteur stimulant les colonies de granulocytes (granulocyte colony-stimulating 

factor ; G-CSF) active la production de précurseurs de granulocytaires et il est important pour 

la mobilisation des neutrophiles (Lieschke et al., 1994). Le facteur stimulant les colonies de 

granulocytes et de macrophages (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ; GM-

CSF) et le facteur stimulant les colonies de macrophages (macrophage colony-stimulating 

factor ; M-CSF) sont aussi essentiels pour l’induction de la myélopoïèse. En effet, les souris 

injectées avec le GM-CSF multiplient leurs neutrophiles sanguins et augmentent le taux de 

macrophages, d’éosinophiles et de neutrophiles dans la cavité péritonéale (Metcalf et al., 1987). 

De plus, le facteur M-CSF active directement le facteur de transcription PU.1 responsable de 

l’induction de la myélopoïèse (Mossadegh-Keller et al., 2013). 

Les interleukine (interleukin ; IL) également sont responsables de la génération de 

cellules myéloïdes. C’est le cas de l’IL-1 qui augmente la division cellulaire et la différenciation 

des HSCs en lignée myéloïde. L’IL-1 induirait directement le facteur de transcription PU.1 

(Pietras et al., 2016). 

Les motifs moléculaires associés aux pathogènes (pathogen associated molecular 

patterns ; PAMPs) stimulent également la myélopoïèse. En effet, les HSCs expriment de 

nombreux récepteurs aux PAMPs, notamment les récepteurs de type toll (toll-like receptors ; 

TLRs). La stimulation des HSC, via TLR2 et TLR4 induit la prolifération et la différenciation 

des HSCs en cellules myéloïdes, de façon dépendante de la voie du myeloid differentiation 

primary response 88 (MYD88) (Nagai et al., 2006; Boettcher et al., 2012). 

Une fois activées par ces différents stimuli, les HSCs produisent des cellules myéloïdes 

différant par leur origine, leurs phénotypes et leurs fonctions en situation physiologique et 

pathologique. Cette hétérogénéité est élucidée notamment grâce aux avancées technologiques 

de ces dernières années, particulièrement, les analyses « Single Cell » du transcriptome, du 

génome et de l’épigénome (Bassler et al., 2019).  

Durant nos travaux de recherche, nous nous sommes intéressés aux rôles de ces cellules 

myéloïdes, particulièrement les polynucléaires neutrophiles et les macrophages, afin de 
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comprendre leurs fonctions en homéostasie et lors d’une pathologie inflammatoire et auto-

immune, la polyarthrite rhumatoïde (PR). 

 

II. Les polynucléaires neutrophiles 

 

II.1 Origine, développement et élimination des polynucléaires neutrophiles  

Les polynucléaires neutrophiles sont une première ligne de défense immunitaire contre 

les microorganismes pathogènes. Ils sont également responsables de l’induction et la 

progression de plusieurs pathologies, notamment pro-inflammatoires et auto-immunes, d’où 

l’intérêt porté à cette population immunitaire durant mes travaux de thèse. Les neutrophiles sont 

des cellules avec un noyau multilobé (Boll and Fuchs, 1970). Ils sont caractérisés par 

l’expression du marqueur cluster de différenciation (cluster of différenciation ; CD)-11b chez 

l’humain (H et al., 2011) et le locus G6D du complexe de l'antigène lymphocytaire 6 

(lymphocyte antigen 6 complex, locus G ; LY6G) chez la souris (Bao and Cao, 2011; Rose, 

Misharin, and Perlman, 2012). Ils ont la particularité d’être riches en granules, d’où leur 

appellation «granulocytes» (Borregaard, Sørensen, and Theilgaard-Mönch, 2007). Avec plus 

de 1011 neutrophiles produits par jour, ils représentent les leucocytes les plus abondants (50 à 

70%) chez l’humain dans le sang à l’état d’équilibre (Fliedner et al., 1964). Le maintien de leur 

taux dans la circulation sanguine à l’état homéostatique et pathologique est régulé par la balance 

entre la production, la libération de la moelle et l’élimination des neutrophiles. 

La génération des neutrophiles, également appelée granulopoïèse, se fait dans la moelle 

osseuse, à partir des GMPs. Le cycle de production des neutrophiles inclut deux phases. La 

première est dite proliférative. Elle se caractérise par l’évolution des GMPs en progéniteurs 

myéloblastes. Puis, la maturation des myéloblastes en promyélocytes qui sont marqués par 

l’apparition des premiers granules qui les engagent dans la différenciation en neutrophiles 

uniquement (Bainton, Ullyot, and Farquhar, 1971). Par la suite, les promyélocytes évoluent et 

se transforment en myélocytes. À ce stade, les cellules peuvent se diviser et constituer un 

réservoir. La deuxième phase est dite non proliférative. Elle commence lorsque les myélocytes 

deviennent des métamyélocytes qui ne peuvent plus se diviser (Bainton, Ullyot, and Farquhar, 

1971). Après ce stade, les cellules se transforment en neutrophiles en bande, puis leurs noyaux 
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se segmentent et génèrent des neutrophiles matures. Enfin, les neutrophiles matures deviennent 

des neutrophiles hypersegmentés (Boll and Fuchs, 1970) (Figure 2). 

 

Figure 2. Production des neutrophiles et leur mobilisation dans le sang. 

En présence des facteurs G-CSF, GM-CSF, IL-6 et certains facteurs de transcription, des neutrophiles 

matures sont produits après plusieurs stades de différenciation. La balance d’expression des récepteurs 

aux chimiokines CXC, CXCR-2 et CXCR-4 à la surface des neutrophiles va ensuite réguler leur 

libération dans le sang ou leur rétention dans la moelle osseuse. 

 

Une fois leur maturation achevée, la majorité des neutrophiles restent dans la moelle 

osseuse constituant un réservoir de neutrophiles matures prêts à répondre en cas de stress 

(Semerad et al., 2002). Une faible quantité de neutrophiles matures migrent à travers la paroi 

sinusoïdale de la moelle osseuse pour rejoindre la circulation sanguine et maintenir des taux 

physiologiques de neutrophiles dans le sang (Burdon, Martin, and Rankin, 2008). La 

production, la libération et le maintien du nombre de neutrophiles dans le sang périphérique 

sont largement contrôlés.  

Le facteur principal responsable du contrôle de la production de neutrophiles, de leur 

mobilisation dans le sang à l’état d’équilibre et la mobilisation rapide lors d’infections est le G-

CSF (Lieschke et al., 1994). Son récepteur (G-CSFR) est exprimé par les cellules myéloïdes à 

tous les stades de différenciation et sa stimulation conduit à la production de neutrophiles via 

la voie de signalisation transducteur de signal et activateur de la transcription (signal transducer 

and activator of transcription ; STAT)-3 (Panopoulos et al., 2006). Le G-CSF est également 

important pour la survie des neutrophiles (Basu et al., 2002; Liu et al., 2013). D’autres facteurs 

jouent un rôle redondant, mais moins important. C’est le cas, par exemple du GM-CSF qui 

intervient dans l’induction de la granulopoïèse d’urgence suite à une infection (Zhan et al., 
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1998). Pour terminer, l’engagement de progéniteurs myéloïdes dans la voie de la granulopoïèse 

est régulé par la coopération de plusieurs facteurs de transcriptions. Deux facteurs de 

transcriptions sont cependant cruciaux dans l’induction de la granulopoïèse : les isoformes du 

CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) et le facteur de transcription PU.1. En effet, le G-

CSF stimule l’expression de C/EBPα  dans les premiers stades de différenciation de la 

myélopoïèse pour favoriser l’engagement de la voie de granulopoïèse (Ford et al., 1996). Il 

disparait ensuite progressivement pour laisser place à l’expression du facteur C/EBPε qui 

intervient dans les derniers stades de différenciation des neutrophiles (Lekstrom-Himes et al., 

1999). Enfin, C/EBPβ, ζ, δ et PU.1 sont exprimés à la fin du processus de granulopoïèse pour 

permettre la maturation finale des neutrophiles (Rosmarin, Yang, and Resendes, 2005). 

Après leur production, 1 à 2 % des neutrophiles matures sortent de la moelle osseuse 

pour maintenir leurs taux homéostatiques dans le sang (Semerad et al., 2002). Ce mécanisme 

de libération des neutrophiles est coordonné par la balance de l’expression de deux récepteurs 

aux chimiokines qui ont des actions opposées. Le récepteur CXCR-2 a pour ligands CXCL-1 

et -2 (CXCL-8 chez l’humain) et le récepteur CXCR-4 a pour ligand CXCL-12 (Martin et al., 

2003). CXCL-1 et -2 sont de puissants chimioattractants (Jagels and Hugli, 1994). Ils sont 

sécrétés par le système vasculaire de la moelle osseuse. Lorsque les neutrophiles expriment 

CXCR-2, ils sont attirés vers la circulation sanguine (Eash et al., 2010). Le CXCL-12 quant à 

lui, est exprimé constitutivement par les ostéoblastes de la moelle osseuse qui vont retenir les 

neutrophiles exprimant CXCR-4 et empêcher leur migration dans le sang (Martin et al., 2003; 

Eash et al., 2009; Delano et al., 2011; Tzeng et al., 2011). C’est la rupture de l’équilibre entre 

l’expression de CXCR-2 et CXCR-4 qui serait à l’origine du maintien ou de la sortie des 

neutrophiles de la moelle osseuse vers le sang périphérique (Eash et al., 2010). Dans des 

conditions basales, l'équilibre favorise la rétention des neutrophiles dans la moelle osseuse. En 

revanche, dans les conditions pro-inflammatoires, l’augmentation des taux du G-CSF, entre 

autres, induit l’augmentation de l’expression du ligand de CXCR-2 par les neutrophiles (Köhler 

et al., 2011) et leur mobilisation dans la circulation sanguine (Semerad et al., 2005; Day and 

Link, 2012). De plus, l’expression de CXCR-4 est diminuée sur les neutrophiles matures et 

activés, ce qui favorise la libération des neutrophiles matures dans le sang (Suratt et al., 2004).  

Dans le sang périphérique, les neutrophiles ont été considérés depuis longtemps comme 

des cellules à courte durée de vie, avec une demi-vie de moins d’une journée (Dancey et al., 

1976). Ce paradigme a été remis en cause par Pillay et al, qui démontrent en utilisant une 

nouvelle technique de détection, que la longévité des neutrophiles peut aller jusqu’à 5 jours in 
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vivo (Pillay et al., 2010). De plus, en présence de facteurs inflammatoires, que je détaillerai 

dans les prochains paragraphes, la longévité des neutrophiles est augmentée (Kim et al., 2011) 

afin de maintenir des neutrophiles sur le site inflammatoire.  

Une fois l’inflammation résolue et leurs missions accomplies, les neutrophiles sont 

éliminés rapidement pour éviter d’endommager les tissus avec leurs propriétés cytotoxiques. 

La clairance des neutrophiles se fait principalement au niveau du foie et de la rate (Saverymuttu 

et al., 1985). Les neutrophiles sénescents retournent aussi dans la moelle osseuse pour y être 

éliminés (Suratt et al., 2001; Martin et al., 2003). Ils sont tués par l’apoptose dépendante des 

caspases (Watson et al., 1996; Fadeel et al., 1998) et éliminés ensuite par les macrophages 

(Savill et al., 1989; Shi et al., 2001) pour aboutir à la résolution de l’inflammation. Ce 

mécanisme est finement régulé (Serhan, Chiang, and Van Dyke, 2008).  

 

II.2 Recrutement et activation des neutrophiles sur les sites inflammatoires 

À l’état physiologique, la libération des neutrophiles dans le sang et leur recrutement 

dans les tissus sont contrôlés par le rythme circadien (Ella, Csépányi-Kömi, and Káldi, 2016; 

Adrover et al., 2019). En cas d’inflammation due à une blessure stérile ou à l’intrusion de 

microbes dans les tissus, des chimioattractants comme les composants du complément (Haas 

and van Strijp, 2007), les chimiokines de la famille CXCL, des médiateurs lipidiques et 

protéiques sont libérés sur le site inflammatoire. Certains se lient à l’endothélium vasculaire et 

constituent des signaux qui sont reconnus par des récepteurs couplés aux protéines G (G-

protein-coupled receptors ; GPCRs) des neutrophiles. Leurs gradients guident la migration des 

neutrophiles afin de rejoindre les tissus lésés ou infectés, et rétablir l'homéostasie (Nourshargh 

and Alon, 2014). Pour y parvenir, les neutrophiles libres du sang roulent lentement le long de 

l'endothélium vasculaire, dans le sens du flux sanguin. Ce roulement est possible grâce à des 

mouvements successifs de formation et de rupture de liaisons entre les ligands 1 de la 

glycoprotéine P-sélectine «P-selectin glycoprotein ligand 1 ; PSGL-1» des neutrophiles et des 

sélectines surexprimées sur les cellules endothéliales activées (Ramachandran et al., 2004). 

L'arrêt définitif des neutrophiles opère sur le lieu d’interaction des chimiokines chargées 

négativement avec des protéoglycanes à héparanes sulfates (heparan sulfate proteoglycan ; 

HSPG) présents sur les cellules endothéliales chargées positivement (Massena et al., 2010). 

L’expression et l’activation des intégrines neutrophilaires «antigène 1 associé à la fonction 
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lymphocytaire (lymphocyte function-associated antigen 1 ; LFA1)  et antigène macrophage-1 

(macrophage-1 antigen ; MAC-1)» et leur liaison aux ligands de type immunoglobuline, qui 

sont les molécules d'adhésion intercellulaire (intercellular adhesion molecule ; ICAM) des 

cellules endothéliales (Phillipson et al., 2006) entraine un attachement fort des neutrophiles à 

l'endothélium (Shattil, Kim, and Ginsberg, 2010). Les neutrophiles adhérés commencent alors 

à ramper le long du côté luminal de l’endothélium (Phillipson et al., 2009) et transmigrent vers 

le tissu par la voie transcellulaire (Carman and Springer, 2004) ou paracellulaire (Liew and 

Kubes, 2019) (Figure 3). 

Figure 3. Cascade de recrutement des neutrophiles dans les tissus. 

Les étapes séquentielles du recrutement des neutrophiles depuis le système vasculaire jusqu'au tissu 

sont représentées.  Deux voies possibles : (A) Voie paracellulaire entre les cellules endothéliales ; (B) 

Voie transcellulaire à travers les cellules endothéliales. D’après Liew and Kubes, 2019. 

 

Le chimioattractant majeur des neutrophiles sur les sites de lésions stériles est le CXCL-

8 (IL-8) (Cacalano et al., 1994). Il est sécrété par les cellules immunitaires et non immunitaires 

en réponse à une blessure ou une infection. Ses récepteurs sont le CXCR-1 et le CXCR-2 (Russo 

et al., 2014). L’IL-8 crée des gradients immobiles qui vont médier, à la fois le recrutement, mais 

aussi la rétention des neutrophiles sur les sites tissulaires endommagés (Sarris et al., 2012). 
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L’infiltration rapide des neutrophiles sur le site d’une plaie se produit également suite à 

l’augmentation du taux de  peroxyde d’hydrogène (hydrogen peroxide ; H2O2) qui envoie des 

signaux de la blessure aux neutrophiles (Niethammer et al., 2009). La production d’H2O2 est 

stimulée par l’ATP. Ce dernier active une voie de signalisation qui mène à la stimulation de 

l’enzyme oxydase double 1 (dual oxidase 1 ; Duox1) afin de produire du H202. De plus, l’ATP 

extra-cellulaire constitue lui-même un signal de danger afin de recruter rapidement les 

neutrophiles (de Oliveira et al., 2014).  

L’amplification du recrutement des neutrophiles est induite par la production de 

chimioattractants secondaires afin de répondre efficacement au stress. Le facteur majeur 

responsable de l’attraction de nouveaux neutrophiles est le leucotriène B₄ ; LTB4. C’est un 

médiateur lipidique pro-inflammatoire généré à partir de l'acide arachidonique. Il est induit 

rapidement par les neutrophiles eux-mêmes, en réponse aux chimioattractants primaires (Pv et 

al., 2012; Subramanian, Majumdar, and Parent, 2017). Il se lie ensuite sur les récepteurs GCPRs 

présents à la surface des neutrophiles et stimule la production de l’IL-1β responsable de 

l’activation des neutrophiles et d’autres cellules présentes sur le site inflammatoire (Pv et al., 

2012; Lämmermann et al., 2013). L’IL-1β induit la sécrétion de chimioattractants par d’autres 

cellules qui vont amplifier davantage et maintenir le recrutement de neutrophiles pendant de 

plus longues périodes (Chou et al., 2010). Les neutrophiles sécrètent aussi la métalloprotéinase 

9 (Matrix Metallopeptidase 9 ; MMP9) qui potentialise la chimiotaxie en clivant l’IL-8 qui 

devient plus active (Van den Steen et al., 2000). Ils libèrent également de l’ATP extracellulaire 

qui amplifie le signal et assure une boucle autocrine positive de migration de nouveaux 

neutrophiles sur les tissus lésés (Chen et al., 2006). Enfin, les premiers neutrophiles présents 

sur les régions inflammatoires, recrutent des monocytes et des macrophages qui à leur tour 

activent le recrutement de neutrophiles (Soehnlein and Lindbom, 2010).  

Pour faire face à l’invasion des microbes, l’infiltration des neutrophiles dans les tissus 

inflammatoires est potentialisée davantage. Des PAMPs exprimés par les agents pathogènes 

agissent comme chimioattractants des neutrophiles. C’est le cas par exemple des peptides 

formiliques bactériens (bacteria-derived N-formyl-methionyl-leucyl phenylalanine ; fMLP) 

(Sengeløv et al., 1994a), qui en plus d’être des chimioattractants induisent la sécrétion d’IL-8 

(Cassatella et al., 1992). Les PAMPs sont reconnus par les cellules immunitaires, 

principalement les macrophages et les cellules dendritiques présentes sur le site d’infection. Ils 

induisent la sécrétion de cytokines ou chimiokines, comme le TNFα et l’IL-1β qui vont stimuler 

la sécrétion du CXCL-2 et du CXCL-1 pour attirer les neutrophiles vers le site infecté (Miller 
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et al., 2007; Abtin et al., 2014; Schiwon et al., 2014).  Pour terminer, les lymphocytes recrutés 

lors d’infections sécrètent de L’IL-17 entre-autres, laquelle stimule la production des 

chimiokines de la famille CXCL-8 et favorise l’attraction de neutrophiles (Miyamoto et al., 

2003; Kabir, 2011). 

Dès leur arrivée sur le site inflammatoire, les neutrophiles détectent les agents 

pathogènes via leurs récepteurs (pattern-recognition receptors ; PRRs). Les PRRs sont une 

famille de plusieurs récepteurs: les récepteurs cytoplasmiques de type nod  (nod-Like 

receptors ; NLRs) (Ekman and Cardell, 2010) et les retinoid acid-inducible gene I-28 like 

receptors ; RLR, les récepteurs membranaires lectine de type-c (c-type lectin receptor ; CLR). 

Mais ceux qui sont le plus connus et qui ont fait l’objet de nombreuses études, sont les 

récepteurs membranaires TLRs. En effet, les neutrophiles expriment les TLR1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 

9 et 10 et leur stimulation induit l’activation des neutrophiles (Hayashi, Means, and Luster, 

2003), lesquels éliminent les microbes grâce à leurs cinq fonctions biologiques: la 

dégranulation, la phagocytose, la production de neutrophil extracellular traps (NETs), la 

synthèse de cytokines et la production d’espèces réactives de l’oxygène (reactive oxygen 

species ; ROS) et d’espèces réactives de l’azote (reactive nitrogen species ; RNS) 

(Kolaczkowska and Kubes, 2013).  
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II.3 Fonctions des neutrophiles 

 

Figure 4. Élimination des pathogènes par la coopération entre la phagocytose, la dégranulation et 

la production de ROS. 

Les agents pathogènes sont phagocytés par un mécanisme opsonique ou non opsonique dans des 

phagolysosomes. À l’intérieur du phagolysosome, la NOX2 phosphorylée et la MPO libérée des 

granules produisent des radicaux libres qui modifient les peptides pathogènes et les inactivent. D’autres 

peptides anti-microbiens libérés après dégranulation des granules azurophiles dégradent les agents 

pathogènes dans le phagosome. Inspiré de Allen and Criss, 2019. 

 

II.3.1 Production d’espèces réactives de l’oxygène et d’espèces réactives de l’azote 

La désintégration des micro-organismes pathogènes par les neutrophiles, soit par 

dégranulation, phagocytose ou formation de NETs, nécessite souvent des mécanismes 

oxydatifs, lesquels reposent sur la production d’un grand nombre ROS par les neutrophiles, 

induisant, ce que nous appelons une explosion ou un burst oxydatif. 

Les neutrophiles activés consomment une grande quantité d’oxygène qu’ils 

convertissent par des réactions d’oxydo-réduction en ROS. Plusieurs mécanismes d’induction 

de ROS sont connus, les principaux sont leur production par les enzymes: le complexe 

nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase et la myélopéroxydase (MPO) 
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(Burton et al., 2014). La NADPH oxydase (NOX) est composée de sous-unités catalytiques 

membranaires et de sous-unités régulatrices cytoplasmiques. Lorsque les neutrophiles sont 

stimulés, les sous-unités régulatrices sont phosphorylées et se transloquent dans la membrane 

plasmique (Groemping et al., 2003). Ensuite, la NOX2, qui est la sous-unité catalytique, 

s’active au niveau de la membrane phagosomal et forme des radicaux superoxydes (O2
.-)  à 

partir de l’oxygène O2 , qui vont à leur tour servir de précurseurs pour former de H2O2 (Yu et 

al., 1998; Li et al., 2009; El-Benna et al., 2016). La MPO est aussi libérée par dégranulation 

dans le phagosome (Leffell and Spitznagel, 1974), ou dans le milieu extra-cellulaire (Fuchs et 

al., 2007). Elle catalyse la formation de ROS, principalement l’acide hypochloreux 

(hypochlorous acid ; HOCl) à partir du précurseur H2O2. Le HOCl se retrouvant dans le 

phagosome (Chapman et al., 2002) suffit à lui seul pour tuer plusieurs types de bactéries (Rosen 

et al., 2009; Green, Kettle, and Winterbourn, 2014). En plus du HOCl, la MPO élabore un large 

éventail d’autres radicaux (Kettle and Winterbourn, 1997) (Figure 4).  

Les ROS produits sont ensuite capables de modifier chimiquement toutes les molécules 

organiques (protéines, lipides et acides nucléiques). Ceci perturbe leurs propriétés biologiques 

(Vissers and Thomas, 1997), induit la perte de leurs fonctions (Shao et al., 2010), leur 

reconnaissance comme corps étrangers par les phagocytes (Malle et al., 2006) et leur 

destruction (Rosen et al., 2009).  

En plus des ROS, des RNS, comme l’oxyde nitrique (nitric oxyde ; NO) sont produits 

par les neutrophiles. Ils ont un rôle similaire aux ROS et ils sont induits par l’enzyme (inducible 

Nitric Oxyde Synthase ; iNOS) dans les phagosomes (Wheeler et al., 1997).  

 

II.3.2 Dégranulation  

Les neutrophiles renferment un nombre important de vésicules cytoplasmiques appelées 

granules. Ces derniers sont chargés de nombreuses protéines (Rørvig et al., 2013), qui 

lorsqu’elles sont libérées par le mécanisme de dégranulation, sont impliquées dans les 

nombreuses fonctions de neutrophiles. 

Les granules des neutrophiles sont produits progressivement au cours de la 

granulopoïèse dans la moelle osseuse (H et al., 2011). Suivant leurs compositions en protéines 

et le stade de granulopoïèse auquel ils sont formés, trois familles de granules sont décrites: les 
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granules azurophiles ou primaires, les granules spécifiques ou secondaires, et les granules de 

gélatinase ou tertiaires (Kjeldsen et al., 1993; Cowland and Borregaard, 1999). 

Les premiers granules élaborés sont les granules azurophiles, connus sous l’appellation 

(granules positifs à la péroxydase). Ils sont formés au cours du stade promyélocytes. Ils 

contiennent un nombre important de protéines microbicides (Reeves et al., 2002), dont les 

protéines antimicrobiennes produisant des oxydants comme la MPO, des protéases comme 

l’élastase, la protéinase 3, la cathepsine G, l’azurocidine et des protéines perméabilisantes 

comme le lysozyme (Lominadze et al., 2005; Rørvig et al., 2013). La production de ces 

protéines est notamment contrôlée par des facteurs de transcription de la famille GATA, le 

facteur C/EBP et le facteur de transcription lié à la protéine Runx1 ((Runt-related transcription 

factor 1 ; ; Runx1)  (Ford et al., 1996; Chumakov et al., 2000). Leur sécrétion est généralement 

intra-cellulaire, à l’intérieur du phagosome (Leffell and Spitznagel, 1974) (Figure 4). Mais, 

malgré leur rôle avéré dans la destruction des pathogènes vu leurs compositions protéiniques, 

les granules primaires peuvent avoir un contenu différent qui serait dû à une synthèse de 

différentes protéines pendant le début et la fin du stade promyélocytes, qui nuance leurs 

fonctions (Rice, Kinkade, and Parmley, 1986; Cowland and Borregaard, 1999).  

Les granules secondaires et tertiaires sont quant à eux connus sous l’appellation de 

(granules négatifs à la péroxydase) vu qu’ils ne contiennent pas de MPO. Ils sont composés de 

plusieurs protéines impliquées dans les différentes fonctions des neutrophiles, comme la 

chimiotaxie, en exprimant des récepteurs aux cytokines et aux chimiokines, dans 

l’extravasation à partir de l’endothélium en exposant des intégrines, dans la dégradation de la 

matrice extracellulaire (MEC) en synthétisant la gélatinase, ou encore comme agent 

antimicrobien en renfermant la lactoferrine ou le lysozyme (Rørvig et al., 2013). Leur synthèse 

est contrôlée principalement par les facteurs de transcriptions C/EBP-α et C/EBP-ε (Khanna-

Gupta et al., 2003; Numata et al., 2005). Leur sécrétion permet d’assurer le transport des 

neutrophiles au site de lésion et elle se fait principalement à la surface cellulaire et non dans le 

phagosome (Bainton, Ullyot, and Farquhar, 1971; Leffell and Spitznagel, 1974). Malgré des 

similitudes fonctionnelles, les deux types de granules sont distincts. En effet, les granules 

secondaires sont formés aux phases métamyélocytes, ils ont la particularité de renfermer de la 

lactoferrine et pas de la gélatinase (Kjeldsen et al., 1994). Les granules tertiaires quant à eux 

sont produits lors des phases terminales de production de neutrophiles. Ils ont la caractéristique 

de renfermer de la gélatinase mais pas de lactoferrine (Kjeldsen et al., 1994).  
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Les neutrophiles renferment un dernier type de granules qui n’est pas produit au cours 

de la granulopoïèse (Borregaard, Miller, and Springer, 1987). Il s’agit des vésicules sécrétoires 

(VS). Elles sont le résultat d’endocytose de protéines membranaires principalement. Mais 

contrairement à l’endocytose classique, les protéines qu’elles renferment ne sont pas recyclées 

ou dégradées (Borregaard, Miller, and Springer, 1987; Borregaard et al., 1992). La 

dégranulation des protéines contenues dans ces vésicules se fait à la surface de la membrane 

plasmique, suite à des stimuli inflammatoires faibles (Borregaard et al., 1992; Sengeløv, 

Kjeldsen, and Borregaard, 1993). Les VS sont importantes surtout dans les premières phases de 

l’inflammation, puisqu’elles interviennent dans le recrutement des neutrophiles en produisant 

des récepteurs aux chimiokines (Sengeløv et al., 1994a), dans l’adhérence à l’endothélium et 

l’extravasion en renfermant des intégrines (Sengeløv et al., 1993) et dans la phagocytose en 

sécrétant des récepteurs phagocytaires à la surface des neutrophiles (Sengeløv et al., 1994b). 

La régulation de la sécrétion de ces protéines des VS n'est à ce jour pas encore élucidée. 

La libération du contenu des granules est largement contrôlée. En effet, une 

dégranulation inappropriée ou excessive cause de nombreux dommages, tels que la septicémie 

(Sahoo et al., 2014). C’est pour cela que la sécrétion des populations de granules est sélective. 

Les neutrophiles sont d’abord activés via leurs récepteurs par de nombreux stimuli. Plusieurs 

voies de signalisation sont alors induites et convergent vers l’activation du  substrat 2 de la 

toxine botulique C3 liée à Ras (ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 ; RAC2), critique 

dans le processus de dégranulation (Abdel-Latif et al., 2004). Elle a pour rôle de remodeler le 

cytosquelette (Eitzen et al., 2011), qui à son tour achemine les granules vers le phagosome ou 

la membrane plasmique. Ensuite, selon les besoins du neutrophile, des concentrations de 

calcium (Ca+2) cytosoliques différentes sont produites. En effet, des concentrations distinctes 

de Ca+2 sont nécessaires à l’activation de différents types de vésicules. Ainsi, Les SV sont 

sensibles aux faibles doses de Ca+2, suivie par les granules gélatinases, les granules spécifiques 

et enfin azurophiles (Lew et al., 1986; Sengeløv, Kjeldsen, and Borregaard, 1993). Le calcium 

a pour fonction d’activer la fusion des membranes des granules et des membranes cibles grâce 

aux récepteurs de la famille des SNAREs (soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor 

attachment protein receptor ; SNAREs) (Quetglas et al., 2000; Zhou et al., 2015), pour induire 

au final la dégranulation (Mollinedo et al., 2006).  
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II.3.3 Production de cytokines et de chimiokines 

En plus des protéines produites et libérées par les granules, afin d’orchestrer la réponse 

immune, les neutrophiles synthétisent de novo différentes familles de cytokines à la demande 

(Bazzoni et al., 1991; Arruda-Silva et al., 2017; J et al., 2017; Tamassia et al., 2019). Ils 

sécrètent notamment des cytokines pro-inflammatoires, comme le TNFα,  l’IL-1β, l’IL-6 

(Bazzoni et al., 1991; Palma et al., 1992) ou encore l’IL-17 (Cai et al., 2016). Ils extrudent des 

médiateurs anti-inflammatoires comme l’IL-1ra afin de résorber la réponse immune (Re et al., 

1993) mais aussi d’IL-10 (Puga et al., 2011). Ils produisent de l’IL-8 ou du TGF-β pour 

amplifier leur propre recrutement (Fava et al., 1991; Cassatella et al., 1992) et des chimiokines 

comme le CCL-23 pour recruter d’autres types cellulaires au site inflammatoire (Arruda-Silva 

et al., 2017). Les neutrophiles synthétisent aussi des cytokines comme l’IL-23 pour moduler la 

réponse immune (Tamassia et al., 2019), des facteurs angiogéniques comme le VEGF (Scapini, 

Calzetti, and Cassatella, 1999) et beaucoup d’autres cytokines et chimiokines avec des rôles 

distincts, les impliquant dans divers processus physiologiques et pathologiques selon le 

contexte biologique. 

 

II.3.4 Phagocytose  

La production des ROS et la dégranulation sont importantes pour tuer des cellules du 

soi, infectées ou cancérigènes. Elles sont également essentielles pour l’élimination des microbes 

par le processus de phagocytose (Segal et al., 1981; Tapper, Furuya, and Grinstein, 2002). La 

phagocytose est une sorte d’endocytose spécialisée, où des neutrophiles reconnaissent des 

agents pathogènes et les ingèrent afin de les détruire. 

Les microbes à phagocyter sont d’abord reconnus par les récepteurs phagocytaires des 

neutrophiles. Ils sont exprimés à la membrane des neutrophiles suite à la dégranulation des 

granules tertiaires et des vésicules sécrétoires (Rørvig et al., 2013). Ces récepteurs 

reconnaissent les agents pathogènes de manière directe ou indirecte. La reconnaissance directe 

est plutôt rare et se fait par l’intermédiaire de certains récepteurs, comme la molécule d'adhésion 

cellulaire liée à l'antigène carcino embryonnaire (carcino-embryonic antigen-related cell 

adhesion molecule ; CEACAM)-3 qui se lie à plusieurs bactéries (Schmitter et al., 2004; 

Heinrich et al., 2016; Adrian et al., 2019), le récepteur 3 du complément (complement receptor 

3 ; CR3) qui reconnait plusieurs pathogènes, y compris les champignons (Gazendam et al., 



46 

 

2014) et les récepteurs du peptide formylique (formyl peptide receptor ;  FPR), principalement 

décrits dans la chimiotaxie des neutrophiles, mais, qui sont aussi responsables de l’absorption 

des bactéries lors de la phagocytose (Wen et al., 2019). La reconnaissance indirecte des agents 

infectieux par les neutrophiles est majoritaire lors de la phagocytose. Des marqueurs appelés 

opsonines vont d’abord entourer des microbes. Deux types d’opsonines sont décrits. Les 

premières sont les immunoglobulines (Ig) de type IgG et IgM présentes en grande quantité dans 

le sang périphérique à l’état d’équilibre (Colque-Navarro et al., 2010). Elles reconnaissent des 

produits exprimés à la surface des agents pathogènes (Sun et al., 2012), tels que les 

peptidoglycanes, composés clés des parois bactériennes (Peterson et al., 1978; Verbrugh et al., 

1981). Les fragments du complément sont le deuxième type d’opsonine. Ils reconnaissent 

notamment les lectines qui se lient à plusieurs pathogènes (Neth et al., 2000) et se déposent le 

long des microbes afin d’initier la phagocytose (Neth et al., 2002). Les opsonines fixées sur les 

pathogènes sont ensuite reconnues par les récepteurs Fc pour les IgGs (Sun et al., 2012) ou les 

récepteurs du complément pour les fragments du complément, (Mollnes et al., 2002) (Figure 

4). 

La liaison des opsonines à leurs récepteurs déclenche l’internalisation des pathogènes 

(Tian et al., 2008). Les neutrophiles réarrangent leur cytosquelette et forment des pseudopodes 

qui entourent et séquestrent les microbes dans des vacuoles phagocytaires appelées 

(phagosomes). L’étape suivante est la fusion des granules azurophiles avec le phagosome en 

formation (Segal, Dorling, and Coade, 1980) et la libération de leurs contenus. Ce phénomène 

est associé à une explosion respiratoire et une production accrue de ROS, essentielle à la 

désintégration des microbes (Segal et al., 1981). La production de ROS est primordiale lors de 

la phagocytose. Dans la granulomatose septique chronique (chronic granulomatous disease ; 

CGD), un défaut génétique de la NADPH oxydase entraine un défaut de phagocytose et une 

activité microbicide défaillante, ce qui rend les patients vulnérables à des infections souvent 

mortelles (Holmes, Page, and Good, 1967) (Figure 4).  

Dans le phagosome, un arsenal de produits anti-microbiens est déployé pour éliminer 

les micro-organismes pathogènes. À titre d’exemple, la MPO produit de l’HOCl qui détruit les 

bactéries (Rosen et al., 2009); la protéase à sérine «neutrophile élastase (NE)» clive les facteurs 

virulents des bactéries (Weinrauch et al., 2002) et dégrade leurs membranes (Belaaouaj, Kim, 

and Shapiro, 2000); la lipocaline limite la croissance bactérienne en séquestrant le fer (Goetz et 

al., 2002); les peptides cationiques antimicrobiens tels que les défensines et les peptides de la 
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famille des cathelicidine (LL37) se fixent à la membrane bactérienne, provoquant leur 

perméabilisation (Lehrer et al., 1989; Turner et al., 1998). 

 

II.3.5 Production de neutrophil extracellular traps  

Il existe un mécanisme supplémentaire permettant aux neutrophiles d’éliminer les 

microbes, découvert plus récemment. c’est la production de NETs, des fibres d’acide 

désoxyribonucléique (ADN) associées à des protéines dont la fonction est d’immobiliser et de 

détruire des microorganismes envahisseurs dans le milieu extracellulaire (Brinkmann et al., 

2004; Fuchs et al., 2007). 

Les NETs ont été découverts et décrits la première fois en 2004 par Volker Brinkmann 

et al (Brinkmann et al., 2004). Ils ont montré que la stimulation des neutrophiles avec l’acétate 

et myristate de phorbole (phorbol mystrate acetate ; PMA), le lipopolysaccharide (LPS) ou l’IL-

8 induit la libération dans le milieu extracellulaire des structures particulières qu’ils ont 

appelées NETs. Dans cette étude, ils ont montré que ces structures sont d’un diamètre de 50nm. 

Elles sont composées de filaments d’ADN décondensés chargés avec des histones et des 

protéines granulaires. Ils ont également montré que les NETs sont capables de se lier aux 

bactéries Gram positives et Gram négatives et de les éliminer. Ce phénomène est suivi de la 

mort des neutrophiles par un processus qui n’est catégorisé ni comme de l’apoptose, ni comme 

de la nécrose (Brinkmann et al., 2004). Depuis ces travaux, la formation des NETs et la voie de 

la mort cellulaire associée aux NETs, appelée NETose (Fuchs et al., 2007; Steinberg and 

Grinstein, 2007) sont mieux caractérisées et suscitent beaucoup d’intérêt. De plus, les 

découvertes ne cessent de croitre sur leurs rôles essentiels dans l’immunité ainsi que sur leur 

implication dans les pathologies, notamment auto-immunes. 

D’abord, la composition exacte des NETs a été mieux comprise. L’ADN occupe une 

majeure partie des NETs, mais de nombreuses protéines neutrophilaires dont le rôle est essentiel 

dans l’élimination des pathogènes se lient à ces fibres. Urban et al ont identifié vingt-quatre 

protéines. Elles sont principalement des histones et des enzymes granulaires, comme la NE, la 

MPO, la cathepsine G (CG), la protéinase 3 (PR3), la lactoferrine, la gélatinase, le lysozyme C, 

les défensines et les LL37. Il y a également des protéines cytoplasmiques, des protéines du 

cytosquelette, des protéines glycolytiques et une protéine du péroxysome (catalase) (Brinkmann 

et al., 2004; Urban et al., 2009). Un autre point important est que, dans le modèle de Brikmann 
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et al; la production de NETs est suivie de la mort des neutrophiles, mais nous savons 

actuellement que la formation de NETs peut être induite par de nombreux stimulants qui 

activent des voies de production de NETs différentes (Parker et al., 2012b; Kenny et al., 2017). 

Certaines voies libèrent les NETs des neutrophiles sans qu’il y ait lyse cellulaire. D’autres les 

produisent après une série d’évènements, qui conduit à la rupture de la membrane plasmique et 

à la mort des neutrophiles.  

 

 Voies de production des NETs 

 

II.3.5.1.1 Production des NETs par NETose suicidaire 

La NETose suicidaire est la mort cellulaire liée à la production de NETs, par les 

neutrophiles. Elle est différente de l’apoptose, parce qu’il n’y a pas de fragmentation de l’ADN, 

mais elle est aussi distincte de la nécrose car elle ne conserve pas sa membrane nucléaire (Fuchs 

et al., 2007). Elle se produit généralement après une longue stimulation des neutrophiles (entre 

2 et 4 heures).  

Le PMA est la molécule activatrice la plus utilisée pour élucider la succession 

d’événements qui mène à la NETose. Il se lie directement à la protéine-kinase C (PKC), il agit 

comme un agoniste et induit l'activation de la voie de signalisation Raf-MEK-ERK (proto-

oncogene serine/threonine-protein kinase - mitogen-activated protein kinase  - extracellular 

signal-regulated kinases) (Hakkim et al., 2011). Plus tard, les PKCs phosphorylent les 

composants p40phox et p47phox de la NOX (Chessa et al., 2010). Le complexe multimérique 

de la NOX s'assemble au niveau de la membrane du phagosome et produit des ROS (Fuchs et 

al., 2007). Il est important de noter que cette NETose est dépendante de la production de ROS 

par la NOX, puisque l’utilisation d’un inhibiteur de la NOX «Diphenyleneiodonium 

(DPI)» empêche la formation des NETs. De plus, les patients atteints d'une maladie 

granulomateuse chronique, qui sont porteurs de mutations de la NOX, ne peuvent pas activer 

la NETose en réponse au PMA (Fuchs et al., 2007) (Figure 5). 

Une fois induits, les ROS déclenchent en premier lieu la dissociation et l’activation de 

la NE, de la CG et de l’azurocidine d’un complexe qui se trouve dans les granules azurophiles, 

dont le nom est l’azurosome. À ce stade, ce complexe est encore constitué de MPO, de 

https://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases
https://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases
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lactoferrine, de PR3 et de lysozyme. Une fois dans le cytoplasme, la NE se lie au cytosquelette 

d’actine et en présence de l’H2O2 et de la MPO elle segmente l’actine fibrillaire (F-actine). 

Ainsi, elle se libère et se transloque dans le noyau où elle dégrade partiellement les histones, 

favorisant la décondensation partielle de la chromatine (Metzler et al., 2014). En deuxième lieu, 

la MPO pénètre dans le noyau. Elle agit en synergie avec la NE déjà présente pour entraîner la 

décondensation complète de la chromatine indépendamment de son activité enzymatique 

(Papayannopoulos et al., 2010) (Figure 5).  

D’autre part, l'augmentation des niveaux de calcium intracellulaire active la peptidyl-

arginine déaminase 4 (PAD4). La PAD4 à son tour citrulline les histones entourant l’ADN 

(Hosseinzadeh et al., 2016). La citrullination réduit la charge positive des histones, induisant 

leur déstabilisation et une décondensation plus importante de l’ADN (Wang et al., 2009) 

(Figure 5).  

Plus récemment, Brinkmann et son équipe indiquent que les neutrophiles qui entrent en 

NETose activent aussi certains aspects de la signalisation du cycle cellulaire. Ils révèlent que la 

stimulation des neutrophiles avec le PMA, induit une phosphorylation de la protéine 

rétinoblastome et de la lamine A/C, par exemple. Elle provoque aussi la duplication des 

centrosomes. Ils montrent également que l’inhibition des kinases dépendantes des cyclines 4 et 

6 (cyclin-dependent kinase ; CDK4/6), qui sont exprimées par les neutrophiles et importantes 

dans la régulation du cycle cellulaire, induit le blocage de la NETose. Néanmoins, l'activation 

des neutrophiles par le PMA n'entraîne pas la synthèse de l'ADN, la condensation des 

chromosomes ou la cytokinésie, ce qui indique qu'il n'y a pas de réentrée dans le cycle cellulaire 

(Amulic et al., 2017). 

L’ensemble de ces événements moléculaires entraine la décondensation de la 

chromatine et l’homogénéisation des euchromatines et des hétérochromatines. Ce qui conduit 

à la dilatation du noyau et à la perte de sa forme. Enfin, la membrane nucléaire se désintègre. 

Par conséquent, le cytoplasme et le caryoplasme s'entremêlent et finalement la membrane 

plasmique se rompt et libère les NETs dans le milieu extracellulaire (Fuchs et al., 2007) (Figure 

5). 
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Figure 5. Etapes de NETose induite par le PMA.  

(1) Stimulation avec le PMA, (2) Activation de l’enzyme NOX pour produire des ROS, (3) Activation de 

la NE par les ROS, (4) Séparation de la NE de l’azurosome et sa liaison à l’actine, (5) Dégradation de 

l’actine et sa translocation de la NE dans le noyau où elle induit la décondensation partielle de l’ADN 

génomique, (6) Séparation de la MPO des granules et translocation dans le noyau où elle décondense 

la chromatine en synergie avec la NE, (7) Citrullination des histones (H), (8) Décondensation complète 

de la chromatine, (9) Rupture de la membrane nucléaire et échappement de l’ADN du noyau, (10) 

Association de protéines granulaires avec l’ADN dans le cytoplasme, (11) Rupture de la membrane 

plasmique et sécrétion de NETs. 

 

En plus du PMA, plusieurs autres stimuli, avec des cinétiques différentes induisent la 

NETose in vivo et in vitro. Les mécanismes moléculaires sous-jacents et les signaux induits 

sont contrastés, voire différents (Kenny et al., 2017).  
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Lorsque Brinkmann a décrit la NETose, il a utilisé du LPS et de l’IL-8 en plus du PMA 

pour produire les NETs (Brinkmann et al., 2004). Certes ces stimuli extrudent aussi des NETs, 

mais Fuchs et al montrent que cette induction est moins efficace que la stimulation avec le PMA 

(Fuchs et al., 2007). Au cours de cette étude, ils ont utilisé aussi un autre activateur de la 

NETose, cette fois-ci plus physiologique, c’est une toxine dérivée de staphylococcus (S) aureus. 

Cette toxine a stimulé les neutrophiles pour produire des NETs de manière efficace, mais avec 

une cinétique rapide en comparaison au PMA (Fuchs et al., 2007). Un autre activateur de la 

NETose moins artificiel avec une efficacité importante, est l’utilisation des levures, telles que 

candida (C) albicans (Kenno et al., 2016).  

Bien d’autres stimulants de la NETose ont été révélés, ce qui a conduit une équipe à 

investiguer et à comparer les différentes voies de signalisation induites par quelques activateurs 

(Kenny et al., 2017). Les données présentées montrent que les NETs induits par le PMA 

nécessitent des PKC, du Ca+2, des ROS, de la MPO et de la NE. En revanche, les histones ne 

sont pas citrullinées. Ils montrent aussi que l’activation des neutrophiles par C. albicans et les 

staphylococcus nécessitent comme pour le PMA, les PKC, la MPO et la NE. Cependant, 

contrairement à la stimulation précédente, les deux microbes induisent la citrullination de 

l'histone sur les NETs. D’autres travaux montrent que dans le cas de l’activation par les 

leishmanias amazoniennes, les neutrophiles peuvent induire de la NETose par une voie 

alternative qui nécessite le calcium et la phosphoinositide 3-kinase delta (PI3Kδ), mais qui est 

indépendante des ROS (DeSouza-Vieira et al., 2016). Un autre activateur utilisé pour induire 

la NETose mais qui est énormément discuté, pour des raisons que j’évoquerai ultérieurement, 

est le calcium ionophore (Parker et al., 2012b). Ce dernier induit des fibres de chromatine par 

un mécanisme indépendant de la NOX (Parker et al., 2012b). Il induit une hypercitrullination 

des histones (Wang et al., 2009) et ne nécessite pas de PKC, de MPO ou de NE (Kenny et al., 

2017). Cependant, le prétraitement avec des inhibiteurs de la PAD n'affecte pas la capacité des 

neutrophiles à fabriquer les NETs (Kenny et al., 2017), suggérant que la citrullination des 

histones serait une conséquence de la NETose et que la PAD4 n'est pas nécessaire pour la 

formation des NETs, contrairement à ce que d’autres études proposent (Lewis et al., 2015). 

La fonction de la PAD4 est l'un des aspects les plus controversés dans l'étude des NETs. 

En effet, selon le stimulus utilisé, certaines études montrent la nécessité de la PAD4 pour 

induire la NETose (Wang et al., 2009; Lewis et al., 2015; Tatsiy and McDonald, 2018) et 

d’autres rapports soulignent que les NETs sont formés normalement en l’absence de PAD4 

(Kenny et al., 2017), mais aussi que la citrullination des histones par la PAD4 diminuerait son 
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activité bactéricide (Li et al., 2010). Ceci démontre d’abord, que tous les activateurs de NETs 

ne sont pas dépendants de la PAD4 et suggère que la citrullination peut se produire lors de la 

production de NETs, mais que la présence de PAD ou la citrullination n’est pas nécessaire à 

l’induction de NETs. De plus, la présence des histones citrullinées dans les NETs peut être le 

résultat d’une citrullination extracellulaire, par l’enzyme PAD2, libérée du cytoplasme lorsque 

les neutrophiles sont activés (Spengler et al., 2015). Enfin, le rôle de la PAD4 dans la 

physiologie des neutrophiles ne se limite pas uniquement à la citrullination et à la NETose et 

PAD4 peut être impliquée dans la NETose indépendamment de la citrullination des histones. 

En effet, une étude montre que la PAD4 s'associe physiquement à des sous-unités de la NOX 

et l’active. Or, l’activation de la PAD4 entraine sa séparation des composants de NOX, 

empêchant ainsi l'association du complexe NOX et son activation  par certains stimuli de la 

NETose, tels que la PMA (Zhou et al., 2018). 

 

II.3.5.1.2 Formation des NETs sans mort cellulaire  

En plus de la NETose, les neutrophiles peuvent libérer des NETs via un processus qui 

ne nécessite pas de lyse cellulaire. Dans ce cas, les neutrophiles expulsent de l’ADN d’origine 

mitochondriale portant des protéines granulaires (Yousefi et al., 2009; McIlroy et al., 2014; 

Wang et al., 2015).  

Il est important de noter que d’autres cellules immunitaires telles que les éosinophiles 

et les basophiles (Yousefi et al., 2008; Morshed et al., 2014), mais aussi les monocytes et les 

lymphocytes (Ingelsson et al., 2018) sont capables de libérer cet ADN mitochondrial 

indépendamment de la mort cellulaire. Les filaments expulsés dans le milieu extracellulaire, 

comme pour les NETs, sont capables de se lier et d’éliminer les bactéries. Néanmoins, certains 

types cellulaires, comme les lymphocytes, éjectent de l’ADN dépourvu de protéines 

antimicrobiennes dans le milieu extracellulaire (Ingelsson et al., 2018). De ce fait, l’effet 

bactéricide pourrait être moins efficace.  

Les NETs mitochondriaux sont produits par plusieurs stimuli. Le plus utilisé in vitro est 

l’amorçage des neutrophiles avec le GM-CSF, suivi de la stimulation par le ligand TLR4 ou le 

facteur 5a du complément (complement component 5a ; C5a) (Yousefi et al., 2009). Une fois 

activés, les neutrophiles réarrangent le cytosquelette d’actine et de microtubules (Stojkov et al., 

2017; Amini et al., 2018). Ce phénomène est essentiel à l’expulsion de l’ADN et à la formation 
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de NETs. Il a été montré que la stimulation des neutrophiles par le GM-CSF et C5a induit 

l’accumulation d’actine F dans un pôle de la cellule et la sécrétion de NETs. Cette même équipe 

a démontré également que l’inhibition du cytosquelette d’actine par des agents 

pharmacologiques ou par manipulation génétique, empêche la libération de l'ADN 

mitochondrial nécessaire à la formation des NETs (Stojkov et al., 2017).  

Le réarrangement du cytosquelette lors de la production de NETs est dépendant de la 

production de ROS (Stojkov et al., 2017). En effet, les neutrophiles présentant un défaut 

génétique de la NADPH oxydase ne parviennent pas à induire la polymérisation de l'actine et 

de la tubuline ainsi que la production de NETs. De plus, la stimulation avec les produits de la 

NOX, comme le H2O2, parvient à induire la polymérisation de l’actine et la formation de NETs, 

en dépit de l’absence de la NOX elle-même (Stojkov et al., 2017). Cependant, les ROS activent 

aussi la glutathionylation réversible de l’actine, une modification post-traductionnelle des 

résidus cystéines par ajout de glutathion (Stojkov et al., 2017). Il a aussi été décrit que cette 

modification post-traductionnelle régule négativement la polymérisation du cytosquelette 

(Sakai et al., 2012), ce qui par conséquent, pourrait nuire à la formation de NETs. De plus, les 

neutrophiles déficients en glutaredoxine 1 (Grx1), une enzyme nécessaire à la 

déglutathionylation de l'actine et de la tubuline, sont incapables de polymériser le réseau du 

cytosquelette et ne parviennent pas à libérer l'ADN mitochondrial pour produire des NETs 

(Stojkov et al., 2017). Stojkov et son équipe proposent alors une théorie, selon laquelle la 

dynamique du cytosquelette est obtenue d’une part, via l'équilibre entre les effets de la 

régulation des ROS sur la polymérisation et la glutathionylation et d’autre part, via la 

déglutathionylation médiée par Grx1 (Stojkov et al., 2017; Yousefi et al., 2019).  

La production d’ATP d’origine glycolytique est également nécessaire à l’assemblage du 

cytosquelette et à la formation de NETs. En effet, l'absence de la protéine mitochondriale, 

l’atrophie optique de type 1 (Optic atrophy type 1 ; OPA1), une protéine importante pour 

maintenir l’intégrité membranaire de la mitochondrie, réduit l'activité du complexe I de 

transport des électrons mitochondriaux dans les neutrophiles, entraînant une baisse de la 

synthèse d’ATP par glycolyse. Ceci empêche les réseaux de microtubules de s’assembler et 

bloque la formation de NETs (Amini et al., 2018) (Figure 6). 
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Figure 6. Étapes de production de NETs mitochondriaux.  

(1) Stimulation du neutrophile avec le GM-CSF suivi de C5a, (2) Synthèse de l’ATP glycolytique, (3) 

Activation de la NOX qui produit des ROS, (4) Dégluthionylation de l’actine et de la tubuline 

gluthionylées par les ROS grâce à l’enzyme Grx1, (5) Polymérisation de l’actine et des microtubules et 

réorganisation du cytosquelette, (6) Mélange de l’ADN mitochondrial avec les protéines granulaires, 

(7) Expulsion des NETs par les mitochondries sans mort cellulaire. Inspirée de (Yousefi et al., 2019) 

 

Une autre voie de formation de NETs qui n’implique pas la mort des neutrophiles a été 

décrite. La particularité de cette voie est que l'ADN qui constitue les NETs est d’origine 

génomique et non mitochondriale mais que les fonctions des neutrophiles sont toujours 

assurées. C’est par exemple le cas de l’activation par S aureus avec une cinétique rapide. Après 

stimulation, le noyau multilobulaire se condense, les membranes internes et externes du noyau 
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se séparent, des vésicules remplies d’ADN nucléaire se forment et bourgeonnent à travers la 

membrane plasmique dans l’espace extracellulaire. Une fois dans le milieu extérieur, les 

vésicules se rompent et l’ADN se libère. Ces NETs sont capables de tuer les bactéries mais ont 

une activité moindre et tout ce processus se déroule selon un mécanisme unique très rapide et 

indépendant des ROS. Cependant, cette même stimulation induit avec le temps la rupture de 

l’enveloppe nucléaire et la propagation de l’ADN dans tout le cytoplasme probablement pour 

induire des NETs par voie lytique (Pilsczek et al., 2010). Une autre étude, cette fois-ci in vivo 

montre qu’après infections cutanées par cette même bactérie Gram positive, des neutrophiles 

libèrent rapidement des NETs in vivo à partir du noyau. Ces NETs contiennent notamment des 

histones et de la NE et semblent être libérés par des vésicules de la même manière que cela a 

été montré dans l’étude in vitro. De façon très intéressante, les NETs produits par cette voie ont 

empêché la dissémination systémique des bactéries (Yipp et al., 2012).  

Toutes ces divergences sur les modes d’induction des NETs (vitaux ou par NETose) et 

les voies de signalisation qui en découlent ont conduit plusieurs équipes à lier la production de 

NETs à d’autres types d’induction d’ADN extracellulaire, notamment à confondre la NETose 

avec la mitophagie défectueuse et l’hypercitrullination leucotoxique (leukotoxic 

hypercitrullination ; LTH) (Boeltz et al., 2019; Yousefi et al., 2019).  

 

 Expulsion de l’ADN par d’autres mécanismes confondus avec la 

production de NETs 

 

II.3.5.2.1 L’hypercitrullination leucotoxique 

La LTH est une stratégie mise en place par les agents pathogènes afin d’éliminer les 

cellules cibles. Elle est à tort souvent confondu avec la NETose, qui est à l’inverse, une stratégie 

mise en place par les cellules, afin de se débarrasser des agents pathogènes (Brinkmann et al., 

2004). Pour distinguer les deux morts cellulaires qui peuvent avoir des similitudes 

morphologiques, plusieurs aspects propres à chacune peuvent être soulignés. 

La LTH est induite par des toxines bactériennes qui, pour lyser les cellules, forment des 

pores transmembranaires, provoquant un influx important et durable d’ions dans le cytosol des 

cellules cibles (Staali, Monteil, and Colin, 1998). L’augmentation du calcium intra cellulaire 
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induit une activation anormalement élevée des PADs, et une hypercitrullination des histones 

(Romero et al., 2013). L’hypercitrullination provoque l’inactivation des propriétés 

antimicrobiennes des protéines neutrophilaires (Li et al., 2010). En effet, il a été montré que les 

histones non citrullinées tuent les bactéries (Miller et al., 1942) et que leur citrullination diminue 

leurs activités bactéricides (Li et al., 2010). L’ensemble de ces évènements induit la dégradation 

des cellules cibles et l’extrusion du contenu cellulaire, dont la chromatine (Wang et al., 2009; 

Malachowa et al., 2013). Ce phénomène est induit de façon rapide et n’est pas dépendant de la 

NADPH oxydase (Parker et al., 2012b).  

La LTH peut être induite in vitro, en stimulant les neutrophiles avec des toxines 

bactériennes ou des inophores de calcium (Wang et al., 2009; Parker et al., 2012b; Douda et al., 

2015). La NETose est induite par des cytokines inflammatoires agissant en synergie, des 

produits bactériens, des champignons comme décrit précédemment, qui ne provoquent pas 

forcément un influx de calcium intracellulaire comme expliqué précédemment. De plus, c’est 

une forme de mort cellulaire antimicrobienne (Brinkmann et al., 2004). Elle est dépendante des 

ROS produits par la NADPH oxydase (Fuchs et al., 2007), mais n'est pas forcément associée à 

la présence de PAD ou à une hypercitrullination (Neeli and Radic, 2013; Kenny et al., 2017). 

De plus, la citrullination des histones est connue pour diminuer leurs activités bactéricides (Li 

et al., 2010), alors que les NETs éliminent les pathogènes en grande partie grâce à l’effet 

bactéricide des histones (Brinkmann et al., 2004; Cutrona et al., 2015).  

 

II.3.5.2.2 La mitophagie défectueuse 

La mitophagie défectueuse est aussi souvent classée de façon erronée comme un 

mécanisme de production de NETs mitochondriaux. La mitophagie est un mécanisme de 

contrôle pour éliminer les composants mitochondriaux endommagés (Ashrafi and Schwarz, 

2013). Néanmoins, les neutrophiles présentent un défaut dans ce processus. Pour compenser ce 

problème, ils utilisent deux voies complémentaires pour obtenir la clairance des mitochondries. 

D’abord, le contenu mitochondrial dépourvu de résidus oxydés, y compris l'ADN mitochondrial 

en complexe avec le facteur de transcription A de la mitochondrie (mitochondrial transcription 

factor A ; TFAM) est expulsé du neutrophile. Lorsque l’ADN mitochondrial subit une 

oxydation, il se dissocie de ce facteur de transcription et il est acheminé vers les lysosomes pour 

y être dégradé (Caielli et al., 2016). Cependant, les neutrophiles des patients atteints de lupus 
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érythémateux systémique (LES), ou lors de l’exposition des neutrophiles sains amorcés par 

l'IFN de type I, à des complexes immuns contenant des ribonucléoprotéines (ribonucleoprotein 

immune complexes ; RNP-IC) de patients lupiques, la phosphorylation du TFAM se bloque. 

Cette étape est nécessaire à la dissociation de l’ADN. Par conséquent, l’ADN oxydé s'accumule 

dans les mitochondries et il est finalement extrudé dans le milieu extérieur sous forme de 

complexe ADN mitochondrial oxydé-TFAM (Caielli et al., 2016).  

La mitophagie est différente de la NETose, et ce pour deux raisons. La première, est que 

l’ADN excrété est d’origine mitochondriale et non génomique. La deuxième, est que les 

neutrophiles restent viables après extrusion de l’ADN au milieu extracellulaire contrairement à 

la NETose (Brinkmann et al., 2004; Caielli et al., 2016). La mitophagie est également distincte 

de la production de NETs mitochondriaux décrite par Yousefi et al. En effet, l’extrusion de 

l’ADN mitochondrial par le processus de mitophagie n’est pas dépendante des ROS de la NOX, 

puisque ni le DPI ni la mito-TEMPO (mt) n’ont bloqué la sécrétion de l’ADN mitochondrial 

oxydé (Caielli et al., 2016), alors que l'expulsion de NETs mitochondriaux suite à la stimulation 

au LPS ou le C5a après amorçage avec le GM-CSF est dépendante des ROS de la NOX (Yousefi 

et al., 2009). Cependant, une étude utilisant cette fois-ci la stimulation des neutrophiles de 

patients lupiques avec les RNP-IC sans amorçage avec IFNα montre que certes, les ROS 

provenant de la NOX n’interviennent pas dans la sécrétion de l’ADN mitochondrial oxydé, 

mais les ROS mitochondriaux sont nécessaires à ce phénomène (Lood et al., 2016). 

Pour résumer nous pouvons dire que la production de NETs est le mécanisme qui vise 

à éliminer les micro-organismes pathogènes via la libération extracellulaire d’ADN couplé avec 

des protéines neutrophilaires. Cette sécrétion se fait soit par des cellules viables ou après 

NETose. En revanche, la LTH est une stratégie des agents pathogènes afin d’éliminer les 

neutrophiles. Concernant la mitophagie défectueuse, c’est une fonction biologique des 

neutrophiles qui vise à éliminer l’ADN mitochondrial endommagé, mais qui peut générer de 

l'ADN mitochondrial oxydé dans le microenvironnement des patients lupiques.  

  

II.3.5.2.3 Les autres processus de libération d’ADN confondus avec la 

production de NETs 

L’autophagie est un système de dégradation intracellulaire des cellules eucaryotes. Elle 

vise à maintenir l'homéostasie cellulaire en réponse au stress, notamment à l'hypoxie, à la 
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poussée oxydative, aux lésions d’ADN et aux infections. Au cours de l'autophagie, les 

constituants cytosoliques endommagés, sont enfermés dans des vésicules à double membrane, 

appelées autophagosomes. Ils sont ensuite délivrés aux autolysosomes pour y être dégradés 

(Deretic and Levine, 2018). Plusieurs rapports indiquent que l'autophagie est nécessaire dans la 

formation de NETs (Mitroulis et al., 2011; Remijsen et al., 2011). Remijsen et al par exemple 

expliquent que les neutrophiles stimulés avec le PMA induisent une décondensation de la 

chromatine et une formation de NETs uniquement suite au phénomène d’autophagie (Remijsen 

et al., 2011). Ce qu’il faut interpréter avec prudence. En effet, plusieurs de ces études ont utilisé 

des approches pharmacologiques pour démontrer que l'inhibition de la signalisation de la PI3K 

de type III, nécessaire à la formation d'autophagosomes empêcherait la formation de NETs 

(Mitroulis et al., 2011). Mais, certains de ces inhibiteurs bloquent également la production de 

ROS et donc la NETose. C’est le cas de la wortmannin (Dreiem, Myhre, and Fonnum, 2003). 

De plus, le traitement avec les inhibiteurs dits d'autophagie tardive, comme la bafilomycine A1 

et la chloroquine n'ont eu aucun effet sur la formation de NETs. Aussi, la délétion génétique du 

gène autophagy related 5 (Atg5), qui est généralement corrélée à une autophagie défectueuse 

n'a provoqué aucun défaut dans la formation des NETs. Ceci suggère alors que l'autophagie ne 

serait pas nécessaire à la formation des NETs (Germic et al., 2017). 

La NETose est aussi assimilée à la nécrose programmée (nécroptose), une voie de mort 

cellulaire programmée qui a lieu pour donner suite à un stress intra- ou extra-cellulaire. Cette 

mort nécessite un récepteur d'interaction à la protéine kinase 3 (receptor-interacting 

serine/threonine-protein kinase 3 ; RIPK3) et le domaine de kinase de lignée mixte (mixed 

lineage kinase domain-like protein ; MLKL) (Linkermann and Green, 2014). Cependant, 

beaucoup de confusions animent l’association de la nécroptose à la NETose. Certaines études 

affirment que la NETose est un processus secondaire à la rupture de la membrane par la 

nécroptose. En effet, la formation de NETs après une stimulation de deux heures avec le PMA 

ou des cristaux implique la voie de nécroptose dépendante de RIPK3/MLKL. De plus, la 

déficience génétique de MLKL chez la souris empêche la formation de NETs induits par des 

particules (Desai et al., 2016, 2017). Mais d’autres rapports qui ont choisi des conditions 

expérimentales différentes montrent que les neutrophiles issus de souris RIPK3-KO, qui sont 

donc incapables de réaliser une nécroptose, mais aussi les neutrophiles humains dans lesquels 

MLKL avait été pharmacologiquement inactivé, pourraient parfaitement former des NETs lors 

de l'activation physiologique ou de l'exposition à de faibles concentrations de PMA (Amini et 

al., 2016). Ces données indiquent alors, que la formation de NETs est un processus indépendant 
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de la nécroptose. De plus, d’autres données renforcent l'argument selon lequel la nécroptose 

induit une cascade de signalisation bien distincte de celle qui induit la NETose (Kenny et al., 

2017). 

Il convient également de mentionner que de nouvelles études ont démontré que la 

rupture de la membrane plasmique lors de la formation de NETs dépendante des ROS est 

médiée par la gasdermine D, reliant ainsi la formation de NETs à une autre mort cellulaire 

programmée, la pyroptose (Chen et al., 2018; Sollberger et al., 2018). 

 

 Rôle physiologique des NETs 

 Le rôle des NETs dans le maintien de l’homéostasie et la défense immunitaire n’est pas 

complétement élucidé, néanmoins, de nombreuses avancées soulignent leur implication.  

Au départ, Les NETs ont été décrits comme des filaments qui forment une sorte de 

maillage extracellulaire qui piègent et qui tuent les bactéries Gram positives et Gram négatives  

(Brinkmann et al., 2004). Faisant de ce processus une nouvelle approche d'élimination des 

bactéries par les neutrophiles. Mais outre les bactéries, les NETs éliminent également les 

inducteurs d’infections fongiques. C’est le cas de l’infection induite par C. albicans via la 

protéine calprotectine (Urban et al., 2006, 2009) ou encore de l’aspergillose, où il a été montré 

que la reconstitution de la capacité à former des NETs par thérapie génique (par transfert du 

gène codant une sous-unité de la NOX) chez les patients atteints de CGD entraine une guérison 

de cette infection fongique (Bianchi et al., 2009). Les NETs répondent également aux parasites 

tels que Toxoplasma gondii. Ils limitent leur nombre et leur capacité à envahir les cellules-hôtes 

(Abi Abdallah et al., 2012). Ils ont aussi des propriétés antivirales. Ils inactivent par exemple 

les virions du virus d’immunodéficience humaine 1 (VIH-1) par le biais de la MPO et des α-

défensines (Saitoh et al., 2012). C’est pourquoi Branzk et al; proposent la théorie selon laquelle, 

la production de NETs constitue un moyen alternatif à la phagocytose utilisé par les 

neutrophiles pour dégrader des microbes ayant un diamètre trop large pour y être phagocyté 

(Branzk et al., 2014). 

Dans les faits, les NETs se lient aux agents pathogènes par des interactions 

électrostatiques entre les histones ou bien l'ADN présent sur les NETs et la membrane ou 

l’enveloppe des microbes, empêchant ainsi leur dissémination. Une fois les agents pathogènes 
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capturés, les NETs inactivent leurs facteurs virulents et les éliminent. Pour ce faire, de 

nombreuses protéines microbicides sont associées aux NETs (Urban et al., 2009). Ces facteurs 

comprennent des enzymes, des peptides antimicrobiens, des chélateurs d'ions et des histones. 

Ils agissent seuls (Urban et al., 2009; Parker et al., 2012a) ou en combinaison. L’effet 

antimicrobien médié par les NETs passe principalement par les histones (Brinkmann et al., 

2004), la cathelicidine (Lauth et al., 2009) ainsi que la calprotectine (Urban et al., 2009). 

Certaines de ces protéines tuent les microbes en formant des pores membranaires. De même, 

une activité antimicrobienne de l’ADN a été observée (Halverson et al., 2015).  

Réciproquement, en tant que mécanisme de défense, les bactéries ont développé des 

stratégies d'évasion contre les NETs, par exemple, via la synthèse et la sécrétion de nucléases 

(Beiter et al., 2006; Berends et al., 2010; Derré‐Bobillot et al., 2013). Mais en retour, LL-37 

présent sur les NETs confère une résistance des NETs contre ces nucléases bactériennes 

(Neumann et al., 2014). Il faut néanmoins noter que malgré ce dispositif robuste, beaucoup de 

microbes échappent aux NETs par différents autres mécanismes (Lappann et al., 2013). 

Certains, comme les Meningococcus modifient les lipides du LPS (Lappann et al., 2013). Les 

S. pneumoniae modifient leur charge de surface et créent des capsules qui les masquent (Wartha 

et al., 2007) ce qui réduit considérablement leur piégeage et leur destruction par les NETs.  

Les NETs renforcent plutôt une réaction pro-inflammatoire. Celle-ci permet de limiter 

l’invasion microbienne. Néanmoins, ils peuvent avoir aussi des propriétés immunorégulatrices 

bénéfiques qui sont nécessaires pour prévenir les réactions inflammatoires excessives. C’est le 

cas dans la goutte : les NETs sont recrutés au niveau de l’articulation où ils s’agrègent et 

dégradent les cytokines et les chimiokines pro-inflammatoires grâce à leurs protéases. Ils 

perturbent ainsi le recrutement et l’activation des neutrophiles limitant l’inflammation (Schauer 

et al., 2014). Les NETs induisent aussi des réponses anti-inflammatoires sur les macrophages 

hyperactivés avec le LPS en diminuant le taux d’IL-6 pro-inflammatoire et en augmentant la 

sécrétion d’IL-10 immunorégulatrice (Ribon et al., 2019). Le même phénomène est observé sur 

les DCs. En effet, il a été montré que les DCs stimulées au LPS diminuent l'expression des 

molécules d’activation HLA-DR, CD80, CD83 et CD86, des cytokines TNF-α, IL-6, IL-12, IL-

23 et favorisent une réponse Th2, en présence de NETs (Barrientos et al., 2014). 
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 Élimination des NETs 

Une fois que les NETs ont accompli leur fonction comme décrit précédemment, ils 

doivent être éliminés. Les endonucléases, comme la désoxyribonucléase (DNase)I sont 

essentielles pour dégrader les NETs (Hakkim et al., 2010). Néanmoins, leurs concentrations 

physiologiques sont faibles. De ce fait, elles sont insuffisantes à elles seules pour éliminer les 

NETs complétement (Farrera and Fadeel, 2013). D’autres mécanismes de clairance des NETs 

entrent alors en jeu. Les NETs sont opsonisés par le C1q qui se lierait aux macrophages (Farrera 

and Fadeel, 2013). Ces derniers ingèrent les NETs par phagocytose active (Farrera and Fadeel, 

2013) et dégradent les NETs via la DNAse cytosolique: l'exonucléase 1 de réparation principale 

(Three prime repair exonuclease 1 ; Three-prime repair exonuclease 1 ; TREX1) ou DNaseIII 

(Lazzaretto and Fadeel, 2019). La clairance des NETs par les macrophages est un phénomène 

qui n’induit pas de facteurs pro-inflammatoires en conditions physiologiques et qui est facilité 

par la DNaseI qui sectionne d’abord les NETs avant qu’ils fusent ingérés par les macrophages 

(Farrera and Fadeel, 2013). Les DCs participent aussi à l’élimination des NETs en sécrétant la 

DNaseIL3, qui est capable de dégrader les NETs en extracellulaire (Lazzaretto and Fadeel, 

2019). Plus récemment, un mécanisme de dégradation de protéines des NETs a été mis en 

évidence. En effet, les protéases des neutrophiles dégradent plusieurs protéines présentes sur 

les NETs (de Bont et al., 2020a).  

Dans certains cas les NETs ne sont pas éliminés, ce qui induit l’exposition des peptides 

présents sur les NETs à des auto-anticorps, l’activation du système immunitaire et le 

déclenchement de réponses auto-immunes. Ce phénomène serait la cause ou le résultat de 

nombreuses pathologies auto-immunes entre autres et il est développé dans les paragraphes 

suivants ainsi que dans la partie dédiée à la PR. 

 

 Rôle pathologique des NETs dans les maladies auto-immunes 

autres que la polyarthrite rhumatoïde  

 

II.3.5.5.1 Lupus érythémateux systémique  

Le LES est une maladie auto-immune multifactorielle qui touche plusieurs organes. Elle 

est caractérisée par la formation d'auto-anticorps, généralement, des anticorps anti-nucléaires 
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mais aussi anti-cytoplasme des neutrophiles, l’activation chronique des cellules dendritiques 

plasmacytoïdes et la surexpression des gènes régulés par l'interféron de type I (Tsokos, 2011). 

Les neutrophiles jouent aussi un rôle important dans cette maladie notamment par 

l’intermédiaire de la sécrétion des NETs comme le démontrent plusieurs études.  

En effet, il a été connu depuis longtemps, bien avant la découverte des NETs, que les 

patients lupiques présentent une augmentation d’auto-anticorps contre l’ADN double brin qui 

est un marqueur de LES, mais des protéines qui sont actuellement reconnues pour composer les 

NETs. C’est le cas des anti-histones (Fritzler and Tan, 1978), des anti-élastases (Nässberger et 

al., 1989) mais aussi des anti-lactoferrines, des anti-MPO, des anti-protéinases 3 et des anti-CG 

(Spronk et al., 1996). Par la suite, l’implication des NETs a été affirmée dans cette maladie et 

ce pour plusieurs raisons.  

D’abord, les NETs sont retrouvés de façon massive dans les tissus de patients lupiques 

notamment dans la peau et les reins (Villanueva et al., 2011). Ensuite, les neutrophiles de ces 

patients synthétisent des NETs spontanément via les granulocytes de faible densité (low density 

granulocytes ; LDGs) (Villanueva et al., 2011), une population de neutrophiles pro-

inflammatoires. De plus, les LDGs de patients lupiques produisent plus de NETs que les sujets 

sains (Lande et al., 2011).  

Les NETs sont également source d’auto-antigènes dans le lupus. En effet, les NETs 

exposent des antigènes tels que l’ADN double brin (ADNdb) et les protéines antimicrobiennes 

(Villanueva et al., 2011) et les patients atteints de lupus développent des auto-anticorps anti-

NETs (de Bont et al., 2020b) ou des auto-anticorps contre ces antigènes présents sur les NETs, 

par exemple anti-LL37 (Lande et al., 2011). Aussi, la sécrétion de NETs est corrélée à une 

augmentation de l’anti-ADNdb dans les sérums des patients lupiques (Villanueva et al., 2011; 

van der Linden et al., 2018). 

La présence de ces NETs et de ces anticorps anti-NETs a un rôle majeur dans 

l’activation et l’aggravation de la maladie. Car, la sécrétion de NETs est associée à une signature 

IFN élevée chez les patients lupiques (van der Linden et al., 2018), l’IFN-α étant une cytokine 

clé dans le LES. Ensuite, les complexes immuns produits avec les NETs déclenchent 

efficacement l'activation des cellules dendritiques plasmacytoïdes via le TLR9 (Garcia-Romo 

et al., 2011; Lande et al., 2011). De plus, les NETs présents chez les patients lupiques sont 
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capables d’éliminer les cellules endothéliales et de stimuler la synthèse de l'IFN-α par les 

cellules dendritiques plasmacytoïdes (Villanueva et al., 2011). 

Pour finir, chez les patients atteints de lupus, la clairance des NETs est très faible 

comparée à celle des sujets sains et elle est corrélée avec la sévérité de la maladie et des atteintes 

rénales (Hakkim et al., 2010; Leffler et al., 2012). Nous savons maintenant que la DNase1 est 

essentielle pour le désassemblage des NETs. Chez les patients lupiques, les anticorps anti-NETs 

empêchent l’accès de la DNase1 aux NETs et donc à sa dégradation ( Hakkim et al., 2010). 

Aussi, les anticorps anti-nucléaires sont associés à un niveau élevé d'inhibiteurs de DNAse chez 

les patients lupiques (Frost and Lachmann, 1968). De plus, l'activité de la DNase1 sérique est 

faible dans le LES et présente une corrélation négative avec l'activité de la maladie et la 

concentration des marqueurs sériques, tels que les anticorps antinucléaires, les anticorps anti-

ADNdb et les anticorps anti-nucléosomes dans le lupus (Hakkim et al., 2010; Skiljevic et al., 

2013). Une autre conséquence de la non-dégradation des NETs est l'activation du système du 

complément qui entraîne à son tour une inflammation (Leffler et al., 2012). 

Pour toutes ses raisons nous pouvons dire que la présence de NETs qui persiste contribue 

à cette maladie, en exposant des auto-antigènes sources d’auto-anticorps qui sont fortement 

immunogènes et qui augmentent la sévérité de la maladie.  

 

II.3.5.5.2 Vascularites des petits vaisseaux associées aux ANCA 

La vascularite des petits vaisseaux est une maladie auto-immune chronique caractérisée 

par des lésions des petits vaisseaux sanguins. Une partie des patients atteints de cette maladie 

produisent des auto-anticorps anti-protéines présentes dans le cytoplasme des neutrophiles 

(antineutrophil cytoplasmic antibodies ; ANCA), notamment des anti-protéinases 3 et anti-

MPO. Le nom de la pathologie de ce groupe de patients est «la vascularite associée aux ANCA 

(ANCA-associated vasculitis ; AAV)» (Söderberg and Segelmark, 2016).  

Les NETs prennent part à cette pathologie de façon importante. D’abord, ils sont 

présents dans des biopsies de glomérules rénaux (Kessenbrock et al., 2009), des biopsies de la 

peau (Abreu-Velez, Smith, and Howard, 2009) et dans la circulation sanguine (Söderberg et al., 

2015) de patients atteints de AAV. De plus, les neutrophiles isolés de patients AAV produisent 

des NETs spontanément (Grayson et al., 2015) et la stimulation des neutrophiles de sujets sains 
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par les ANCA de patients atteints de AAV conduit à la production de NETs (Kessenbrock et 

al., 2009). 

Du point de vue fonctionnel, les NETs sont la source de plusieurs dommages lors de 

l’AAV. En effet, l’injection de cellules dendritiques myéloïdes chargées de NETs à des souris 

naïves entraîne le développement dans la circulation sanguine d'ANCA et des vascularites dans 

le tissu rénal et pulmonaire (Sangaletti et al., 2012). Enfin, les NETs favorisent la thrombose et 

l’inflammation observées dans les phases actives d’AAV (Kambas et al., 2014). Ces atteintes 

vasculaires pourraient être la conséquence d’une déficience de la dégradation de NETs. En 

effet, les occlusions vasculaires chez les patients atteints d'infections bactériennes graves ont 

été associées à un défaut de dégradation des NETs (Jiménez-Alcázar et al., 2017). 

Pour résumer, la formation de NETs dans l’AAV est induite par les ANCA. Une fois 

sécrétés, les NETs déclenchent à leur tour la production d’ANCA suivie de nombreuses 

atteintes. 

 

II.3.5.5.3 Autres pathologies auto-immunes  

 D’autres maladies auto-immunes impliquent les NETs mais à moindre mesure ou bien 

il existe peu d’investigations sur leur effet pour en coulure leur rôle. C’est le cas du syndrome 

des anti-phospholipides (antiphospholipid syndrome ; APS), une maladie caractérisée par la 

présence d’auto-anticorps contre les phospholipides ou les protéines liées aux phospholipides 

(Radic and Pattanaik, 2018). Les neutrophiles des patients atteints d’APS présentent une 

sécrétion spontanée de NETs. De plus, les neutrophiles de donneurs sains stimulés avec des 

IgGs purifiés de ces patients induisent la libération de NETs. Néanmoins, il n’y a pas de 

corrélation entre la sévérité de la maladie et la sécrétion de NETs (Yalavarthi et al., 2015; van 

der Linden et al., 2018) donc pas encore d’évidence sur leur rôle dans cette pathologie.  

La sclérose en plaques (multiple sclerosis ; MS) est une autre maladie auto-immune, du 

système nerveux central. Dans cette maladie les complexes MPO-ADN sont détectés dans le 

sérum des patients (Tillack et al., 2013). De plus, les LDGs responsables dans le lupus de la 

sécrétion spontanée de NETs sont retrouvés dans le sang de ces malades avec des niveaux 

similaires aux patients lupiques (Ostendorf et al., 2019).  
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Les NETs jouent également un rôle important dans le diabète auto-immun (de type 1). 

En effet, il a été montré que les neutrophiles sont plus sensibles à la NETose dans le diabète de 

type I et que les NETs produits nuisent à la cicatrisation des plaies. En effet, l'inhibition de la 

NETose ou le clivage des NETs peut améliorer la cicatrisation des plaies et réduire 

l'inflammation chronique induite par les NETs (Emery et al., 2015). 

Enfin, des auto-anticorps anti-NETs sont retrouvés aussi dans des maladies auto-

immunes rares telles que le syndrome de Gougerot Sjögren, une maladie qui touche les glandes 

salivaires ou encore la sclérodermie systémique, une pathologie induisant essentiellement la 

fibrose et une sclérose de la peau et des vaisseaux (de Bont et al., 2020b). Les NETs ont 

également un impact majeur dans la pathogenèse et la progression de la polyarthrite rhumatoïde 

(PR), que je détaillerai dans le chapitre «polyarthrite rhumatoïde». 

 

 Détection et quantification des NETs 

Le rôle physiologique et pathologique des NETs a conduit la communauté scientifique 

à les étudier davantage (Figure 7). Pour se faire plusieurs méthodes de détection et de 

quantification des NETs ont été développées durant ces dernières années.  

 

Figure 7. Nombre de publications incluant le terme "neutrophil extracellular trap" par an. 

D’après (Boeltz et al., 2019). 
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Le premier outil utilisé pour observer et décrire le phénomène de production de NETs 

par les neutrophiles est la microscopie électronique à balayage (MEB) et la microscopie 

électronique à transmission (MET) (Brinkmann et al., 2004). La MET a également été utilisée 

en combinaison avec la microscopie confocale pour illustrer les différences entre l'apoptose, la 

nécrose et la NETose (Fuchs et al., 2007). Mais, pour valider ces différentes observations, 

souvent, des marquages spécifiques de NETs sont ajoutés. En effet, les NETs sont composés 

d’ADN décondensé décoré avec des histones ou/et des protéines neutrophilaires et en particulier 

des protéines granulaires sécrétées dans le milieu extracellulaire par les neutrophiles. De ce fait, 

la méthode de détection des NETs la plus utilisée in vitro est le marquage des neutrophiles avec 

des intercalants de l’ADN fluorescents en combinaison avec le marquage des protéines 

neutrophilaires et la visualisation de la colocalisation des deux marqueurs, par microscopie à 

fluorescence qui définit les NETs. Cette technique permet également d’estimer la production 

de NETs en quantifiant les surfaces de superposition des deux marqueurs sur les images du 

microscope à fluorescence (Brinkmann et al., 2013). Néanmoins, l’évaluation de la production 

de NETs peut être biaisée en fonction du champ de vision choisi par l’utilisateur. Cette limite 

peut être corrigée par une autre technique de détection de NETs qui est la cytométrie en flux. 

Elle permet de garder le même principe, à savoir, le marquage de la chromatine en combinaison 

avec des histones ou des protéines granulaires (MPO et NE) présentes sur les NETs. Cette 

méthode permet non seulement de quantifier les NETs in vitro mais aussi ex-vivo directement 

dans la circulation sanguine (Gavillet et al., 2015). Mais, le point à prendre en compte dans ces 

deux cas de figure est que l’ADN détecté peut être également sécrété pour donner suite à types 

de morts des neutrophiles. Une autre méthode a alors été mise au point en excluant la détection 

de l’ADN. C’est la révélation de l’histone 3 citrullinée, la considérant comme marqueur de 

production de NETs dans les plasmas par ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 

(Thålin et al., 2017). Mais, cette citrullination n’est pas spécifique des NETs et elle n’est pas 

retrouvée dans tous les types de production de NETs. Donc, cette technique seule pourrait ne 

pas être adaptée pour détecter les NETs. Il existe également des ELISA qui mesurent les 

complexes ADN-MPO ou ADN-NE. Ce dernier serait plus spécifique mais il pourrait 

potentiellement révéler du matériel libéré par nécrose (Lood et al., 2016). De ce fait, une autre 

méthode de quantification des NETs combinant la microscopie et la cytomètrie en flux a été 

développée. Elle est appelée « high-speed multispectral imaging flow cytometry». Cette 

méthode analyse la taille et la structure de la chromatine tout en introduisant des marqueurs qui 
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ciblent des molécules caractéristiques des NETs comme la MPO. Elle permet d’observer et de 

quantifier la production de NETs in vitro et ex-vivo et de différencier entre la production de 

NETs vitaux et la NETose ou d’autres morts cellulaires (Zhao, Fogg, and Kaplan, 2015). 

Toutes ces méthodes permettent la détection des NETs et leur semi-quantification. 

Toutefois, elles sont effectuées à un moment précis, qui est défini par l’expérimentateur. Pour 

définir le rôle, les caractéristiques et le mode de production de NETs, il est important d’observer 

la production de NETs sur des cellules qui ne sont pas fixées et d’analyser cette production dans 

le temps et dans l’espace. Pour ça deux méthodes de détection de NETs sont largement utilisées. 

La première est une analyse qui se fait sur des cultures in vitro (Fuchs et al., 2007; Yousefi et 

al., 2009) ou directement sur les tissus (Schauer et al., 2014). Elle est appelée «live cell 

imaging». Elle consiste à suivre par microscopie dans le temps des cellules en cours de 

production de NETs, grâce au marquage des composants de NETs ainsi que d’autres paramètres 

qui y sont étudiés. C’est par cette technique que Fuchs et al ont décrit la production de NETs 

après la mort des neutrophiles par NETose (Fuchs et al., 2007). C’est par live cell imaging aussi 

que la sécrétion rapide des NETs par les mitochondries a été mise en évidence après le co-

marquage de l’ADN et des composants de la mitochondrie sur les neutrophiles (Yousefi et al., 

2009). Une deuxième méthode de détection de NETs permet de visualiser la production de 

NETs directement à l’échelle de l’animal vivant. C’est la microscopie intravitale. C’est une 

technique à haute résolution. Elle repose sur le même principe que les méthodes in vitro et ex-

vivo de live cell imaging, à savoir le marquage des composants de NETs et l’analyse du 

phénomène d’induction de NETs par un microscope adapté. Ce mode d’observation permet de 

suivre la cinétique de production de NETs sur un organe ou un tissu sur l’animal vivant éveillé 

ou endormi. C’est notamment cette technique qui a permis à Yipp et al de démontrer in vivo 

qu’il existe un mode de sécrétion rapide de NETs d’origine nucléaire par des neutrophiles qui 

restent vivants. En effet, après infection des souris par des bactéries Gram positives, ils 

observent par microscopie intravitale la décondensation du noyau, la formation de vésicules 

nucléaires et la sécrétion de NETs par des neutrophiles viables qui deviennent anucléaires (Yipp 

et al., 2012).  
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II.4 Hétérogénéité phénotypiques et fonctionnelles des neutrophiles 

 Les neutrophiles n’ont pas que des fonctions pro-inflammatoires. Des sous-populations 

de neutrophiles distinctes dans leurs phénotypes et leurs fonctions existent. L’hétérogénéité des 

neutrophiles commence dès leur production. Puisque des études récentes ont mis en évidence 

de nouvelles populations dans la moelle osseuse. En effet, Kim et al ont montré que les GMPs 

peuvent produire directement des précurseurs de neutrophiles qui ont la capacité de proliférer 

et de produire des neutrophiles (Kim et al., 2017). De plus, Evrard et al ont mis en évidence une 

population de pré-neutrophiles qui se développe en cas de stress tumoral et se différencie en 

neutrophiles non prolifératifs immatures puis en neutrophiles matures (Evrard et al., 2018). 

Enfin, Zhu et al ont découvert un progéniteur de neutrophiles produit dans la moelle osseuse et 

qui augmente la croissance tumorale (Zhu et al., 2018). 

 Ensuite, les neutrophiles s’adaptent à leurs microenvironnements ainsi qu’à leurs 

stimuli. On distingue alors les neutrophiles âgés à éliminer dans le sang avec un phénotype 

CD62Llow CXCR4high, différents des neutrophiles fraichement produits avec un phénotype 

CD62Lhigh CXCR4low  (Casanova-Acebes et al., 2013). Ensuite, il y a des neutrophiles CD54high 

Cxcr1low qui migrent de façon rétrograde des tissus vers le sang périphérique (Buckley et al., 

2006). Plus intrigant encore, des populations de neutrophiles (DC-like) hybrides, acquérant à la 

fois des marqueurs et des propriétés des neutrophiles comme la production de NETs ou la 

dégranulation, ainsi que des particularités et un phénotype de cellules dendritiques comme la 

présentation d’antigène aux lymphocytes T ou encore la formation de podosomes (Matsushima 

et al., 2013). Aussi, des neutrophiles appelés B cell helper neutrophil (NBH) sont décrits dans la 

zone marginale de la rate, une zone de cellules B spécialisée dans les réponses 

immunoglobulines aux antigènes circulants indépendamment des cellules T. Les NBH activent 

la production des immunoglobulines par les lymphocytes B (Puga et al., 2011). Il existe 

également des sous-populations de neutrophiles exprimant le récepteur VEGFR1+, CD49d+ et 

CXCR4+ qui sont pro-angiogéniques (Massena et al., 2015). Les neutrophiles ont aussi des 

propriétés immunorégulatrices. En effet, Pillay et al ont identifié un sous-ensemble de 

neutrophiles humains exprimant l’intégrine MAC-1, qui peuvent être induits de manière 

systémique en réponse à une inflammation aiguë et qui suppriment la prolifération des cellules 

T (Pillay et al., 2012). Des sous-populations de neutrophiles immunosuppresseurs matures 

CD66b+CD10+ circulants sont également décrits. Ils inhibent la prolifération et la production 

de l’IFNγ par les cellules T (Marini et al., 2017). Les neutrophiles immunosuppresseurs sont 
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particulièrement élucidés dans les neutrophiles associés aux tumeurs, où des populations dites 

N2 en opposition à N1 se polarisent en neutrophiles anti-inflammatoires en réponse au TGF-β 

(Fridlender et al., 2009). La population N1 peut être rétablie en présence d’IFN-β (Andzinski 

et al., 2016). Les cellules N2 suppriment la production d’IL-17 par les cellules T γδ (Mensurado 

et al., 2018) et inhibent la prolifération des lymphocytes T (Yang et al., 2018) et induisent 

l’apoptose des lymphocytes T CD8 (Michaeli et al., 2017). D’autres sous-populations de 

neutrophiles immunosuppresseurs sont les cellules suppressives dérivées des neutrophiles de 

faible densité (low-density neutrophils ; LDNs)  immunosuppressives. Ce sont des populations 

hétérogènes constituées de granulocytes à différents stades de maturation, avec des fonctions 

suppressives (Krystal et al., 2007; Youn et al., 2012). Elles sont notamment responsables de 

production de ROS et de la sécrétion de l’arginase qui supprime les fonctions effectrices des 

lymphocytes T (Bowers et al., 2014; Gielen et al., 2016). Les LDNs sont des cellules de faible 

densité, elles se superposent à la fraction des cellules mononuclées du sang périphérique 

(peripheral blood mononuclear cell ; PBMC) après centrifugation en gradient de densité du 

sang. Ils sont caractérisés généralement par les marqueurs CD66b, CD11b, CD16 (Rodriguez 

et al., 2009). En plus des populations immunosuppressives, les LDNs renferment des 

populations pro-inflammatoires telles que les LDGs, impliquées notamment dans les maladies 

auto-immunes comme le LES et la PR (Hacbarth and Kajdacsy-Balla, 1986). Elles ont une 

capacité accrue à sécréter des cytokines pro-inflammatoires et à libérer des NETs (Carmona-

Rivera and Kaplan, 2013). Enfin, des infections sévères peuvent induire une mobilisation accrue 

de neutrophiles immatures CD66b+CD10− dans le sang, avec des fonctions effectrices similaires 

aux neutrophiles matures (Drifte et al., 2013).  

 

III. Les macrophages  

 La deuxième population que nous avons étudiée lors de mes travaux de thèse est le 

macrophage. 

 

III.1 Origine et développement des macrophages. 

Les macrophages ont été désignés pour la première fois en 1893, par l’immunologiste 

russe Ilya Ilitch Metchnikov, appelé également Elie Metchnikoff. Ce chercheur a décrit les 
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macrophages, comme des cellules capables d’engloutir les agents pathogènes par le processus 

de phagocytose. Ce travail lui a valu un prix Nobel de médecine en 1908. 

Par la suite, en 1980 Van Furth a proposé la théorie du "système phagocytaire 

mononucléaire" (mononuclear phagocytic system ; MPS) (van Furth, 1980). Ce système a été 

mis en place à l’origine afin d’indiquer une nouvelle classification des macrophages, des 

monocytes et de leurs précurseurs, en fonction de leur origine, leurs morphologies, leurs rôles 

et leurs cinétiques (van Furth et al., 1972). Il a ainsi expliqué que les monocytes provenaient de 

précurseurs myéloïdes de la moelle osseuse, tant chez l’homme que chez la souris et que les 

macrophages du foyer inflammatoire, ainsi que les macrophages tissulaires dérivaient tous de 

monocytes (van Furth, 1981). 

Ensuite, l’origine des macrophages dérivés de monocytes a été affinée. Les MDPs, qui 

sont les progéniteurs de macrophages et de cellules dendritiques sont d’abord produits, ils sont 

définis comme la lignée c-kit+CX3CR1+Flt3+CD115+ (Fogg et al., 2006; Auffray et al., 2009). 

Les MDPs induisent ensuite des cMoPs qui sont dépourvus de Flt3+. Ils sont ainsi définis 

phénotypiquement comme la lignée c-kit+CX3CR1+Flt3-CD115+. Ces progéniteurs se 

différencient successivement en monocytes adultes puis en macrophages (Hettinger et al., 2013; 

Kawamura et al., 2017) (Figure1). 

Les monocytes circulants dérivés de la moelle osseuse ont ainsi été considérés comme 

les seuls précurseurs de tous les macrophages résidents dans les tissus depuis les travaux 

fondateurs de Van Furth. Par ailleurs, grâce aux avancées technologiques, plusieurs études ont 

démontré que les monocytes circulants dérivés des HSCs ne sont pas la seule ressource 

cellulaire des macrophages tissulaires. Il existe un programme de production de macrophages 

dans le fœtus, lequel est nécessaire à la survie de l’embryon. Plusieurs macrophages tissulaires 

chez l’adulte sont maintenus par auto-renouvellement de ces cellules dérivées de fœtus. 

Effectivement, en 1994, une étude d’ontogénie a révélé l'apparition de HSCs qu’à partir 

du jour embryonnaire (E) 10.5 chez la souris (Müller et al., 1994). Cependant, le début de 

l'hématopoïèse se produit à E 7,5 (Palis et al., 1999), montrant bien que tous les macrophages 

ne proviennent pas de HSCs de la moelle osseuse. Ces travaux ont été complétés. Ainsi, dans 

la littérature, trois vagues de production de macrophages sont décrites chez l’embryon (Bertrand 

et al., 2005). 
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La première vague, se fait via la production des progéniteurs myéloïdes primitifs  

(erythroid/myeloid progenitors ; EMPs) dans le sac vitellin à E 7,5. Elle se produit 

indépendamment des monocytes et du facteur de transcription C-Myb, nécessaire au 

développement des HSCs (Schulz et al., 2012). Ces macrophages primitifs pénètrent par la suite 

dans le foie fœtal, le cerveau et les autres organes via l’émergence du système vasculaire 

(Stremmel et al., 2018). Parmi les organes adultes, le cerveau est pourvu de macrophages 

produits par cette première vague (Ginhoux et al., 2010). En effet, les microglies dérivent de 

macrophages primitifs et persistent à l’âge adulte. La seule source de microglie d’origine 

hématopoïétique se fait lors d’une inflammation (Xu et al., 2015). 

La deuxième vague de production de macrophages se fait au E 8,5. Elle se produit 

lorsque les EMPs migrent du sac vitellin vers le foie fœtal, après établissement de la circulation 

sanguine. Cette 2ème vague produit des monocytes de façon c-Myb dépendante dans le foie 

fœtal. Ces monocytes migrent à leur tour dans les autres organes. Ils forment ainsi les 

principaux macrophages tissulaires (Hoeffel et al., 2015). Les macrophages tissulaires issus du 

foie fœtal qui s’auto-renouvellent forment les cellules de Langerhans épidermiques (Hoeffel et 

al., 2012), les macrophages alvéolaires (Guilliams et al., 2013), les macrophages cardiaques 

(Epelman et al., 2014) mais également les cellules de Kupffer du foie (Gomez Perdiguero et al., 

2015). 

Enfin, la 3ème et dernière vague de production de macrophages chez l’embryon se produit 

à E 10,5 par l’émergence des HSCs définitives dans la région aorte-gonades-mésonéphros. Ces 

HSCs sont maintenues à la naissance au niveau de la moelle osseuse et s’auto-renouvellent chez 

l’adulte (Kumaravelu et al., 2002) (Figure 8). 
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Figure 8. Développement des macrophages. 

Trois voies distinctes dans l’embryon sont impliquées dans le développement des macrophages. La 

première vague, se fait via des myéloïdes primitifs EMPs (erythroid/myeloid progenitors) qui donne 

naissance à des macrophages du sac vitellin, également appelés macrophages primitifs, indépendants 

des monocytes. Les macrophages primitifs ensemencent chaque tissu et donneront finalement naissance 

à des microglies dans le cerveau, rapidement isolées par la barrière hémato-encéphalique. La seconde 

vague, commence dès que les EMPs ensemencent le foie fœtal où elles génèrent des monocytes fœtaux. 

Les monocytes fœtaux dérivés des EMPs s'infiltrent dans tous les autres tissus et génèrent 

progressivement un groupe de macrophages adultes qui résident dans les tissus. La troisième vague de 

monocytes dérivés des HSCs (hematopoietic stem cells) émerge également du foie fœtal pour contribuer 

au pool de macrophages à longue durée de vie établie à la naissance alors que l'hématopoïèse adulte 

ne fait que commencer dans la moelle osseuse. Adapté de (Hoeffel and Ginhoux, 2018). 

 

Ces découvertes nous ont incité à réexaminer le paradigme dominant sur l’origine 

hématopoïétique des macrophages. En effet, beaucoup d'études révèlent que les macrophages 

résidents dans les tissus ne semblent pas être reconstitués par les HSCs de la moelle osseuse 

après la naissance, mais sont plutôt régénérés par l'auto-renouvellement de macrophages 

dérivés du fœtus (Cline and Moore, 1972; Schulz et al., 2012; Yona et al., 2013). Néanmoins, 

de nombreuses autres recherches montrent que plusieurs populations de macrophages dérivent 

au moins partiellement de monocytes adultes en circulation et pourraient donc suivre le modèle 

de Van Furth. C’est le cas dans le derme (Hettinger et al., 2013), l'intestin (Bain et al., 2014), 

le cœur (Molawi et al., 2014), la rate (Gomez Perdiguero et al., 2015), les cellules de kupffer 

du foie (Scott et al., 2016) et les macrophages péritonéaux (Bain et al., 2016). De ce fait, la 

majorité des études des phénotypes et des fonctions de macrophages en homéostasie et lors de 

pathologies sont faites à partir des macrophages dérivés de monocytes. 
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III.2 La polarisation macrophagique 

Après la naissance, un pool de monocytes dérivés de cMoPs est présent au niveau de la 

moelle osseuse. Ces monocytes expriment des niveaux élevés de CXCR4. En présence de 

stimuli, ces monocytes perdent l’expression de CXCR4 et quittent la moelle osseuse pour 

rejoindre la circulation sanguine (Chong et al., 2016) et la rate (Swirski et al., 2009). Chez un 

sujet sain, les monocytes de la circulation représentent 4 à 10% des cellules nuclées totales du 

sang. Ils ont une faible capacité de prolifération et une demi-vie courte, d’environ 25 heures 

(Ohgami et al., 1991).  

Selon leurs phénotypes, ainsi que leurs fonctions, les monocytes sont classifiés en trois 

sous-populations dans la circulation sanguine. Chez l'homme les sous-ensembles de monocytes 

ont été définis comme, CD14++CD16- pour les monocytes classiques, CD14++CD16+ pour les 

monocytes intermédiaires et CD14+CD16++ pour les monocytes non classiques ou dits 

régulateurs. Chez la souris, les monocytes du sang périphérique ont été définis en Ly6C++CD43+ 

pour les monocytes classiques, en Ly6C++CD43++ pour les monocytes intermédiaires et en 

Ly6C+CD43++ pour les monocytes non classiques (Ingersoll et al., 2010; Ziegler-Heitbrock et 

al., 2010; Yona et al., 2013). 

Les monocytes circulant dans le sang transmigrent par la suite à travers l’endothélium 

pour rejoindre les tissus. En homéostasie, un faible nombre de monocytes rejoignent 

constitutivement les tissus (Jakubzick et al., 2013). Lors d’inflammations, de nombreux 

médiateurs inflammatoires, dont les composants du système du complément et les produits 

d’agents pathogènes augmentent le recrutement des monocytes de la circulation sanguine vers 

les tissus (Nourshargh and Alon, 2014). Suivant le même processus que les neutrophiles, les 

monocytes roulent dans la circulation sanguine en suivant les forces de cisaillement appliqués 

par le flux sanguin. En présence d’un gradient de chimiokines liées à l’endothélium, les 

monocytes adhérent à l’endothélium et se lient aux chimiokines pour migrer et rejoindre les 

tissus enflammés (Weber et al., 1999). C’est principalement le monocyte chimioattractant 

protéine 1 (MCP-1) et l’IL-8 qui déclenchent la chimiotaxie et la migration des monocytes, en 

interagissant avec les récepteurs des chimiokines de type CC (CCR)-2 ou le CXCR2 

respectivement présents sur les monocytes (Gerszten et al., 1999). Une fois recrutés, les 

monocytes sécrètent à leur tour des médiateurs inflammatoires mais ils ont également la 

capacité de se différencier en macrophages. La différenciation des monocytes en macrophages 
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s’accompagne d’une perte de l’expression de CCR2 (Fantuzzi et al., 1999) et d’une 

augmentation de l’expression de CCR1 et CCR5 (Kaufmann et al., 2001). 

Suivant les facteurs spécifiques présents dans leur microenvironnement, les monocytes 

se différencient en macrophages avec des profils et des fonctions différentes voire opposées. 

C’est ce que nous appelons la polarisation macrophagique. Ainsi, le décryptage du mode de 

leur polarisation est important pour comprendre leurs rôles physiologiques et pathologiques. 

Plusieurs classes de macrophages ont été décrites chez l'homme et la souris sur la base 

de l'expression de marqueurs de surface cellulaire, de la production de facteurs spécifiques et 

leurs activités biologiques. La première classification des macrophages a été faite par Nathan 

et al. Ils ont montré que les macrophages induits par la cytokine IFN-γ activent le métabolisme 

oxydatif et l’activité antimicrobienne. Ces macrophages sont appelés macrophages classiques 

(Nathan et al., 1983). Par la suite, Gordon et Stein ont défini la polarisation alternative des 

macrophages par la cytokine IL-4. Ils ont montré que cette activation est opposée à celle induite 

par l'IFN-γ. Cette réponse est caractérisée par une expression accrue du complexe majeur 

d'histocompatibilité humain  de classe II (CMH II) et une diminution de la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires (Stein et al., 1992a). Plus tard, Mills et al ont classifié les 

macrophages en M1 et en M2 chez les souris, par analogie avec la réponse des lymphocytes T 

auxiliaires  (T helper ; Th)-1 et Th-2 induite (Mills et al., 2000). Enfin, Mantovani et collègues 

ont subdivisé les macrophages activés alternativement en macrophages M2a, M2b et M2c. 

Chaque sous-type est associé à un mode d’activation différent et à des caractéristiques 

fonctionnelles contrastées (Mantovani et al., 2004). De plus, de nouvelles sous-populations 

macrophagiques ont également été décrites. Mais pour résumer, deux grandes catégories de 

macrophages sont reconnues, à savoir, les macrophages classiques ou M1-like qui sont décrits 

comme pro-inflammatoires et les macrophages alternatifs ou M2-like qui sont classés comme 

anti-inflammatoires (Figure 9). 
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Figure 9. Polarisation des macrophages. 

Pour résumer les macrophages se différencient soit en macrophages pro-inflammatoires (à gauche) ou 

anti-inflammatoire (à droite) ou en macrophages qui présentent un phénotype mixte appartenant à la 

fois aux macrophages pro- et anti-inflammatoires (au centre). Les différentes polarisations sont suivies 

d’une surexpression (en noir) ou une régulation à la baisse (en bleu foncé) de marqueurs, de cytokines 

et de chimiokines, ou de sécrétion de ROS et de NO.  

 

III.2.1 Les macrophages pro-inflammatoires (M1-like) 

La polarisation en macrophages M1-like se fait principalement en présence de la 

cytokine IFN-γ (Nathan et al., 1983), le LPS (Nathan et al., 1983; Mills et al., 2000) ou le TNFα 

(Murray et al., 2014). Ces stimuli sont regroupés en fonction de leur capacité à induire des 

réponses pro-inflammatoires. Néanmoins, leur source, leurs récepteurs et les voies de 

signalisation induites sont différentes.  

L’IFN-γ est la principale cytokine associée à la polarisation en macrophages pro-

inflammatoires (Nathan et al., 1983). Elle est produite par les Th1 et les cellules tueuses 

naturelles (natural killer ; NK). Une fois libérée, elle se lie à son récepteur, elle recrute des 

adaptateurs janus kinase (JAK) qui activent la voie de signalisation STAT1 et les facteurs 

inflammatoires sous le contrôle de cette voie (Waddell et al., 2010; Liang et al., 2017). L’IFN-
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ɣ induit aussi l’augmentation de l’expression du TLR4 sur les macrophages qui est essentielle 

pour la reconnaissance et l’élimination des bactéries (Bosisio et al., 2002). Le LPS quant à lui 

se fixe au TLR4 sur la membrane des macrophages. Il stimule la voie de signalisation 

dépendante de la réponse MYD88. L’activation de MYD88 stimule les facteurs de transcription 

: le facteur nucléaire kappa B (nuclear factor kappaB ; NF-κB) ou/et le facteur de régulation de 

l'interféron 5 (Interferon regulatory factor 5 ; IRF5) ou/et la protéine activatrice 1 (Activator 

Protein-1 ; AP-1) qui activent la production de cytokines pro-inflammatoires. Le TLR4 peut 

également stimuler la voie TRIF pour TIR domain containing adapter-inducing Interferon-β qui 

active les facteurs de transcriptions NF-κB et IRF3 et induit les gènes cibles en amont de IFN 

de type I (Lu, Yeh, and Ohashi, 2008). Le TNFα quant à  lui a deux récepteurs, le TNFR1 et 

le TNFR2. Les effets pro-inflammatoires du TNFα sont surtout dus à sa liaison avec le récepteur 

TNFR1 qui active la voie des MAPKs et la production de médiateurs inflammatoires en amont 

de cette voie. Ils coordonnent notamment une réponse immunitaire importante afin de lutter 

contre les tumeurs et d’éliminer les pathogènes, notamment les bactéries (Celada et al., 1984; 

Herbst, Schaible, and Schneider, 2011).  

Les macrophages M1-like produisent des niveaux élevés de cytokines pro-

inflammatoires, comme l’IL-23 et IL-12 (Verreck et al., 2004), TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-

18 (Bosisio et al., 2002; Waddell et al., 2010; Liang et al., 2017) et de faibles niveaux de 

cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGFβ. Ils sécrètent des cytokines chimioattractantes 

comme le CXCL9 et le CXCL10 (Murray et al., 2014) et ils augmentent l’expression des 

récepteurs des chimiokines CCR1 et CCR5 (Kaufmann et al., 2001). Ils induisent la production 

de ROS (Nathan et al., 1983) de RNS, tels que NO, important pour l’activité bactéricide des 

macrophages (Mills et al., 2000). De plus, ils présentent une forte activité de présentation 

antigénique (Nau et al., 2002) et ils promeuvent des réponses de type Th1 et Th17 (Mills et al., 

2000).  

Les macrophages M1-like expriment à leur surface de nombreux marqueurs qui les 

distinguent des autres sous-populations. Les plus représentatifs de ces populations sont les 

molécules de costimulation CD80, le récepteur opsonique Fc-γ II qui a une forte affinité avec 

les IgGs (CD64) et le co-récepteur du TLR4 (CD14) (Ambarus et al., 2012a) (Figure 9). 
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III.2.2 Les macrophages anti-inflammatoires (M2-like) 

Les macrophages de type M1-like utilisent iNOS pour convertir la L-arginine en L-

citrulline et en NO qui joue un rôle bactéricide, tandis que les macrophages de type M2-like 

utilisent l'arginase pour convertir la L-arginine en L-ornithine, rendant les macrophages 

capables de réduire l’inflammation, d’éliminer les débris par phagocytose et d’assurer le 

remodelage et la cicatrisation des tissus (Mills et al., 2000). Les médiateurs utilisés pour 

polariser les macrophages en un profil anti-inflammatoire sont nombreux. Selon les stimuli 

utilisés et les fonctions induites, trois sous-types de macrophages sont reconnus. Les 

macrophages M2a-like, les macrophages M2b-like et les macrophages M2c-like. Ces 

différentes sous populations présentent un phénotype et des fonctions différentes (Edwards et 

al., 2006a).  

 

 Les macrophages M2a-like 

La polarisation M2a-like a été décrite par l’équipe de Gordon. Ils ont montré que la 

cytokine de type Th2 (IL-4) augmentait l'expression du récepteur des mannoses (CD206) au 

niveau des macrophages. Ce récepteur est en temps normal diminué par l'IFN-γ. Ceci conduit, 

à une activation alternative des macrophages et à la favorisation d’un phénotype anti-

inflammatoire (Stein et al., 1992). Actuellement, deux types de cytokines Th2 sont acceptées 

pour induire la polarisation M2a-like in vitro. Les cytokines IL-4 et IL-13 (Stein et al., 1992; 

Doyle et al., 1994). L’IL-4 et l’IL-13 sont produites par les lymphocytes Th2, les basophiles, 

les neutrophiles et les macrophages. Elles se lient à leur récepteur et recrutent JAK1 et JAK3, 

entrainant l’activation de la voie de signalisation STAT6 (Rutschman et al., 2001; Shirey et al., 

2010). 

Sur le plan fonctionnel, les macrophages de type M2a-like favorisent l’endocytose des 

ligands des mannoses, grâce à la présence élevée des récepteurs aux mannoses (Stein et al., 

1992). Ils limitent l’induction de l’inflammation en inhibant la production des NO (Doyle et al., 

1994; Rutschman et al., 2001), en produisant des cytokines immunosuppressives telles que le 

TGF-β et l'IL-10, en réduisant la production de cytokines pro-inflammatoires (Stein et al., 1992; 

Yue et al., 2014) et en sécrétant des chimiokines impliquées dans la voie Th2 comme le CCL17, 

le CCL24, le CCL22 et le CCL2 (Mantovani et al., 2004). Ils sont aussi responsables de la 

réparation tissulaire en stimulant la fibrinogenèse (Song et al., 2000). 
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Les macrophages M2a-like présentent un phénotype spécifique (Martinez et al., 2013). 

Ils augmentent l’expression de l’arginase-1 considérée comme le marqueur M2a-like 

prototypique (Chang, Liao, and Kuo, 1998; Rutschman et al., 2001). Ils surexpriment le 

récepteur des mannoses CD206 et le récepteur inhibiteur de la voie de signalisation MAPK 

(CD200R) (Stein et al., 1992; Koning et al., 2010). Ils ont également la particularité de baisser 

les niveaux du co-récepteur du TLR4 (CD14). L’expression de CD14 est modulée de façon 

comparable par l'-13 et l'IL-4, mais la surexpression de CD200R est spécifique aux 

macrophages polarisés avec la cytokine IL-4 (Ambarus et al., 2012a) (Figure 9).  

 

 Les macrophages M2b-like 

Une autre sous-population de macrophages anti-inflammatoires a été décrite. Elle est 

appelée M2b-like. Elle est induite par la stimulation avec la combinaison de complexes immuns 

et des ligands TLR, comme le LPS (Anderson and Mosser, 2002a, 2002b). En effet, les 

complexes immuns sont reconnus par les FcγR sur des macrophages activés par le LPS (Sironi 

et al., 2006). Ces macrophages diminuent la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire IL-12 

et induisent la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et l’IL-4 (Edwards et al., 

2006a). Ils sécrètent également la chimiokine CCL1 qui favoriserait la chimiotaxie des 

macrophages alternatifs qui expriment constitutivement leurs récepteurs (Asai et al., 2012), 

favorisant la réponse Th2 et une immunorégulation (Anderson and Mosser, 2002a) (Figure9). 

 

 Les macrophages M2c-like 

Les macrophages M2c-like sont également classés en macrophages anti-inflammatoires. 

Ils sont polarisés en présence de la cytokine IL-10 ou de glucocorticoïdes (Glucocorticoid ; GC) 

et à moindre mesure avec la cytokine TGF-β.  

Les glucocorticoïdes sont sécrétés par les glandes surrénales. Ils diffusent à travers la 

membrane des macrophages pour se lier à leurs récepteurs, entrainant la translocation nucléaire 

du complexe GC-GCR vers le noyau pour moduler la transcription des gènes. Ils régulent 

également négativement la signalisation STAT1 induite par l’IFN-ɣ dans les macrophages (Hu 

et al., 2003). L’IL-10 quant à elle est produite par quasiment tous les leucocytes. Après sa 

liaison avec son récepteur, elle active la voie de signalisation JAK/STAT3. Dans le même temps 
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elle supprime celle de JAK/STAT1 essentielle pour les macrophages M1-like, inhibant 

l'expression des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, comme le TNF-α  (Ito et al., 

1999; Riley et al., 1999). 

Les macrophages M2c-like limitent les dommages tissulaires et favorisent la résolution 

de l’inflammation en activant plusieurs mécanismes. Ils produisent des antioxydants (Ehrchen 

et al., 2007). Ils augmentent la capacité de phagocytose des agents inflammatoires, notamment 

via l’expression de nombreux récepteurs scavenger, comme le CD163 (Schaer et al., 2006; 

Ehrchen et al., 2007). Ils sécrètent aussi de nombreux médiateurs anti-inflammatoires et 

immunorégulateurs, comme L’IL-10. L’IL-10 est connu pour supprimer l’activation classique 

des macrophages (Park-Min, Antoniv, and Ivashkiv, 2005). En effet, il diminue l’expression 

des cytokines induites dans les macrophages classiques comme le TNF-α, l’IL-6 et l’IL-1  

(Bogdan, Vodovotz, and Nathan, 1991; Fiorentino et al., 1991). Les macrophages M2c-like 

sécrètent aussi plusieurs chimiokines de la famille des Th2 (Mantovani et al., 2004). Enfin, ils 

ont un rôle dans la cicatrisation puisqu’ils expriment des protéines impliquées dans le 

remodelage tissulaire et la cicatrisation, comme les inhibiteurs des métalloprotéinases TIMP1 

et la serpin family A member (SERPINA1) mis en évidence par des expériences d’RNAseq 

(Lurier et al., 2017).  

 Plusieurs marqueurs cellulaires caractérisent la sous-population macrophagique M2c-

like. Les plus représentatifs sont les récepteurs scavenger CD163 mais aussi les récepteurs Fcγ 

de type II (moyenne affinité aux IgGs) CD32 et de type III (faible affinité aux IgGs), CD16 

(Schaer et al., 2006; Ambarus et al., 2012a) (Figure9).  

 

III.2.3 Les macrophages M-CSF et GM-CSF 

Le M-CSF (CSF-1) et le GM-CSF (CSF-2) sont des facteurs de croissance importants 

pour le recrutement des monocytes, mais également pour leur différenciation en macrophages 

(Tagliani et al., 2011). Le M-CSF est produit de manière constitutive par les cellules 

mésenchymateuses. Il est détectable en circulation dans des conditions de repos. Il contrôle le 

développement des monocytes ainsi que la prolifération et la survie des macrophages en 

homéostasie (Tushinski et al., 1982). il a également été montré que les macrophages et les 

monocytes en circulation expriment le récepteur du CSF-1, et le blocage de ce récepteur conduit 

à l’inhibition de la maturation des monocytes en macrophages (Dai et al., 2002). Le GM-CSF 
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intervient également dans le développement des monocytes. Il est moins important pour leur 

recrutement et leur différenciation en macrophage en situation de repos. Néanmoins, il joue un 

rôle primordial en situation inflammatoire (Stanley et al., 1994). Le M-CSF et le GM-CSF ont 

aussi des effets polarisants importants sur les macrophages. Il a été montré que la stimulation 

du récepteur du CSF-1 amorce la polarisation des macrophages en un phénotype plutôt anti-

inflammatoire. Tandis que le GM-CSF conduit à un état plutôt pro-inflammatoire (Stanley et 

al., 1994; Verreck et al., 2004). Mais, à ce jour, il n’y a pas d’évidence sur l’appartenance des 

macrophages induits par le M-CSF et le GM-CSF à la catégorie précise M1-like ou M2-like 

(Figure9).  

 

 La polarisation macrophagique avec le GM-CSF 

La culture in vitro de monocytes humains ou de cellules de la moelle osseuse de souris 

avec le GM-CSF est souvent utilisée comme modèle pour la différenciation macrophagique 

associée à un phénotype pro-inflammatoire. Une fois lié à son récepteur sur les monocytes, le 

GM-CSF recrute JAK2, entraînant l'activation de STAT5 et les gènes en aval de cette voie de 

signalisation (Lehtonen et al., 2002). Le GM-CSF induit l’augmentation de l’expression des 

protéines du CMH II et la molécule de costimulation CD80 à la surface des monocytes. Cette 

expression est similaire à celle observée sur les macrophages différenciés avec de l’IFN-γ pro-

inflammatoire (Willman et al., 1989; Ambarus et al., 2012a). De plus, la différenciation avec le 

GM-CSF induit aussi la production de plusieurs facteurs pro-inflammatoires comme le TNF-α, 

l'IL-6, l’IL-8, l'IL-12 et l'IL-23 (Verreck et al., 2004; Fleetwood et al., 2007; Lehtonen et al., 

2007). Néanmoins, le GM-CSF ne régule pas positivement le marqueur caractéristique des M1-

like (CD64) (Ambarus et al., 2012a). De plus, d’autres travaux montrent que le GM-CSF 

conduit à une capacité phagocytaire extrêmement élevée des macrophages, ainsi qu’une 

production accrue d’IL-10 anti-inflammatoire en réponse au LPS (Na et al., 2016), remettant 

en doute son effet exclusivement pro-inflammatoire (Figure9). 

 

 La polarisation macrophagique avec le M-CSF 

 À l'inverse du GM-CSF, les macrophages différenciés avec le M-CSF présentent 

préférablement un phénotype anti-inflammatoire (Xu et al., 2006). La liaison du M-CSF à son 
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récepteur entraîne l’activation des gènes anti-apoptotiques dépendants de NF-κB (Fleetwood et 

al., 2007), induisant, une augmentation de la phagocytose par les macrophages, une 

amplification de la sécrétion d’IL-10 anti-inflammatoire (Verreck et al., 2004) et l’absence de 

la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6 ou le TNF (Xu et al., 2006). Il a 

également été montré, dans de nombreux protocoles, que le M-CSF peut être utilisé comme 

amorceur (primer) pour induire des macrophages matures. Par la suite, sur ces mêmes 

populations, un phénotype pro ou anti-inflammatoire est induit avec l’ajout d’IFN-γ, d’LPS, 

d’IL-4 ou d’IL-10 (Ambarus et al., 2012a; Jaguin et al., 2013). La polarisation des macrophages 

avec le M-CSF ne module pas de manière significative l'expression de CD200R qui est le 

marqueur des macrophages anti-inflammatoires M2a-like. Par ailleurs, ce facteur induit 

l’expression de marqueurs caractéristiques des macrophages M2c-like, à savoir le CD163 et le 

CD16. Ces travaux ont mis en évidence aussi que le M-CSF induit la surexpression de CD64 

caractéristique des macrophages pro-inflammatoires (Ambarus et al., 2012a). Une autre étude 

a montré que les macrophages M-CSF peuvent présenter des effets pro-inflammatoires en 

augmentant l’expression du marqueur CD80 et des cytokines TFNα et IL-1β en réponse aux 

complexes immuns contenant des anticorps anti-protéines citrullinées (Clavel et al., 2016) 

(Figure9).  

Il est donc important de rappeler que la polarisation des macrophages pro-

inflammatoires versus anti-inflammatoires reflète probablement un processus plus complexe. 

De ce fait, la liste des sous-populations de macrophages s'allonge encore, et d'autres sous-types 

de macrophages dérivés de monocytes sont activement étudiés (Chávez-Galán et al., 2015). À 

titre d’exemple, les antagonistes des TLRs stimulent la production de macrophages anti-

inflammatoires de type M2d-like. Il existe aussi des macrophages qui présentent des fonctions 

distinctes selon le niveau d’expression de CX3CR1 (Burgess et al., 2019). La liaison de 

CX3CL1 à son récepteur CX3CR1 entraine notamment un remodelage tissulaire et une 

cicatrisation (Ishida, Gao, and Murphy, 2008). Il y a aussi une nouvelle population de 

macrophages dérivés de monocytes mis en évidence récemment, c’est une population pro-

inflammatoire induite par un antagoniste du récepteur aryl hydrocarbone (Goudot et al., 2017). 

Le AhR est un récepteur cytoplasmique et un facteur de transcription impliqué dans de 

nombreux mécanismes, notamment la détoxification des cellules. Il induit la différenciation des 

macrophages avec un profil pro-inflammatoire via l’activation du facteur de transcription bZip 

MafB (MAF BZIP Transcription Factor B ; MafB), qui est connu pour être surexprimé lors de 
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la différenciation des cellules myéloïdes en macrophages (Kelly et al., 2000; Goudot et al., 

2017).  

 

III.3 Activation et fonctions des macrophages   

Les macrophages présentent de nombreuses fonctions essentielles à la défense 

immunitaire, mais également au développement des tissus et au maintien de l’homéostasie. Les 

travaux fondateurs du chercheur Ilya Metchnikoff, résumés dans les revues suivantes (Gordon, 

2016a; Teti, Biondo, and Beninati, 2016) sont les premiers à décrire les fonctions des 

macrophages. Ils montrent que les macrophages sont présents dans de nombreux tissus et qu’ils 

sont capables d’éliminer les agents pathogènes par le processus de phagocytose. Depuis, la 

pluralité des fonctions des macrophages a été mise en évidence. Il a été montré, qu’au cours de 

l’organogenèse, les macrophages orchestrent le remodelage de nombreux tissus. Par exemple, 

ils favorisent la différenciation des spermatogonies dans les testicules murins avant la naissance 

(DeFalco et al., 2014). Ils sont également responsables de la régénération de certains tissus 

après la naissance comme c’est le cas dans le cœur (Lavine et al., 2014). Une autre fonction des 

macrophages découverte plus récemment est la formation d’une structure qui ressemble à une 

membrane autour des cellules de la synoviale dans l’articulation. Ces macrophages présentent 

des caractéristiques de cellules épithéliales et forment une barrière qui exclut l’articulation du 

milieu extérieure (Culemann et al., 2019).  

Toutefois, les fonctions des macrophages les plus importantes restent la défense de 

l’organisme contre les agents pathogènes. Cette tâche s’effectue à travers des mécanismes qui 

régulent la phagocytose des agents pathogènes, la présentation antigénique qui fait le lien entre 

l’immunité innée et l’immunité adaptative, la sécrétion de cytokines et la production de facteurs 

responsables de la cicatrisation et du remodelage des tissus.  

Pour résumer, les PAMPs libérés par les agents pathogènes et les DAMPs sécrétés par 

les cellules endommagées induisent le recrutement des monocytes et des macrophages vers les 

sites inflammatoires (Nourshargh and Alon, 2014). Par la suite, l’agent pathogène est capturé 

par les macrophages, qui d’abord le détruisent par phagocytose et ensuite le présentent via les 

molécules du CMH II aux lymphocytes T afin d’alerter le système immunitaire adaptatif de la 

présence du pathogène. Une fois l’agent pathogène éliminé et la phase inflammatoire terminée, 

les macrophages contribuent à la cicatrisation des tissus enflammés (Kloc et al., 2019). Ces 
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différents phénomènes que je détaillerai ci-dessous sont accompagnés à chaque fois de la 

sécrétion de nombreux médiateurs pro-ou anti-inflammatoires. 

 

III.3.1 La phagocytose 

La phagocytose est le processus par lequel les phagocytes ingèrent des particules de 

taille supérieure à 0,5 μm, grâce à des vésicules dérivées de la membrane plasmique, appelées 

phagosomes. Ce mécanisme permet d’éliminer les agents pathogènes, les cellules apoptotiques 

et les cellules nécrotiques afin de maintenir l’homéostasie. 

Parmi les phagocytes, les macrophages sont les plus importants. En effet, ils ont été 

classés comme des phagocytes professionnels par Michel Rabinovitch avec les neutrophiles, 

les monocytes, les cellules dendritiques, les ostéoclastes et les éosinophiles (Rabinovitch, 

1995).  

 

 Reconnaissance de l’agent pathogène  

La première étape de la phagocytose macrophagique est la reconnaissance des particules 

à ingérer. Pour ce faire, les macrophages possèdent des récepteurs qui permettent de discriminer 

le soi du non-soi (Gordon, 2002). En effet, ils reconnaissent uniquement des motifs conservés 

associés aux agents pathogènes (Peiser et al., 2000), ou des motifs associés aux dégâts 

tissulaires (Greenberg et al., 2006). Les récepteurs qui reconnaissent les particules à phagocyter 

sont subdivisés en deux types. Les récepteurs non-opsoniques, qui peuvent reconnaître 

directement les groupes moléculaires de leurs cibles et les phagocyter et les récepteurs 

opsoniques, qui à l’inverse ont besoin d’opsonines pour stimuler la phagocytose.  

 

III.3.1.1.1 Récepteurs opsoniques  

Les opsonines sont des molécules solubles, qui se lient à l’agent pathogène cible. Ce 

sont principalement les anticorps (IgGs ou IgMs) et les composants du complément. Une fois 

liées, elles sont reconnues à leur tour par les récepteurs Fcγs (Huang et al., 2006) ou les 
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récepteurs du complément, respectivement (Wright, Craigmyle, and Silverstein, 1983) qui se 

trouvent à la surface des macrophages, afin d’initier la phagocytose.   

Le récepteur Fcγ est l’un des récepteurs opsoniques le plus important et le mieux étudié. 

C’est une famille de glycoprotéines exprimées sur la membrane des leucocytes. Ils ont un 

domaine extracellulaire, qui reconnaît les parties Fc des complexes immuns, un domaine 

transmembranaire et un domaine cytoplasmique qui transduit le signal afin d’amorcer la 

phagocytose (Odin et al., 1991; Takai et al., 1994). 

Une fois que le complexe immun est lié au récepteur Fc, les IgGs s’agrègent induisant 

l'accumulation des FcγRs dans les radeaux lipidiques enrichis en cholestérol, où sont 

concentrées les kinases de la famille Src (Gatfield and Pieters, 2000; Kwiatkowska and Sobota, 

2001). Par la suite, il y a activation de plusieurs protéines de signalisation supplémentaires qui 

conduisent à la polymérisation de l'actine qui entraîne l'extension des pseudopodes (Hoppe and 

Swanson, 2004; Beemiller et al., 2010). Chez l'homme, il existe plusieurs types de FcγRs qui 

sont coexprimés par des phagocytes professionnels. Ces récepteurs comprennent les récepteurs 

activateurs, CD64, CD32 et CD16 et le seul récepteur inhibiteur FcγRIIB. En plus du FcγRIIB, 

une autre molécule régule négativement la phagocytose des macrophages. Il s’agit de CD47 via 

le signal regulatory protein α (SIRPα) qui bloque le FcγRI (Oldenborg, Gresham, and Lindberg, 

2001; Lopes et al., 2017).  

Les récepteurs du complément sont la deuxième catégorie des récepteurs opsoniques. 

Ils sont regroupés en plusieurs superfamilles. Ils reconnaissent les composants de la cascade du 

complément déposés à la surface des cibles à phagocyter.  

Pour rappel, le système du complément est un ensemble de protéines plasmatiques 

activant trois voies. La voie classique initiée par la formation de complexes immuns, la voie 

des lectines induite par les mannoses présents à la surface des pathogènes et la voie alterne 

activée spontanément après clivage d’un composant du complément. Les trois voies convergent 

en C3 et induisent la production de plusieurs fragments du complément lesquels conduisent à 

la sécrétion de cytokines inflammatoires et chimiotactiques, à l’opsonisation, à la formation de 

complexes d’attaque membranaire afin de lyser les agents pathogènes.  

Le C1q est le premier composant de la voie classique du complément. C’est une protéine 

composée d’une région C-terminale globulaire (C-terminal globular region ; gC1q) et d’une 

queue N-terminale de type collagène (N-terminal collagen region ; cC1q) (Figure 10) (Reid and 
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Porter, 1976). La gC1q interagit principalement avec les particules à phagocyter (Gaboriaud et 

al., 2003) et cC1q se lie généralement avec les récepteurs présents sur les macrophages pour 

amorcer la phagocytose (Bobak et al., 1987). Plusieurs récepteurs opsoniques du C1q sont 

présents à la surface des macrophages. Il s’agit notamment des récepteurs CR1 (CD35) 

(Klickstein et al., 1997), des récepteurs ubiquitaires gC1qR (Ghebrehiwet et al., 1994) et de la 

calréticuline qui a la particularité de se lier à la fois aux gC1q et au cC1q (Stuart et al., 1997; 

Païdassi et al., 2011).  

Le C1q améliore la phagocytose des complexes immuns médiée par les FcRs (Bobak et 

al., 1987) en se liant aux régions Fc des IgGs et des IgMs (Gadjeva et al., 2008). Il déclenche 

aussi la phagocytose en reconnaissant directement plusieurs variétés de ligands. En effet, il 

s’associe aux cellules apoptotiques et nécrotiques notamment, via la phosphatidylsérine (PS) 

(Païdassi et al., 2008) et le désoxyribose de la chromatine (Garlatti et al., 2010). Il se lie aussi 

aux protéines altérées du soi (Biró et al., 2007). Il reconnait les PAMPs virales et bactériens, 

particulièrement le LPS (Bredt et al., 1977). Son appauvrissement ou son altération provoque 

un défaut de phagocytose des agents pathogènes et entraine de nombreuses pathologies auto-

immunes (Bijl et al., 2006), y compris la polyarthrite rhumatoïde (Trinder et al., 1997). À titre 

d’exemple, Leffler et al ont montré que dans le LES, le C1q se lie aux NETs et empêche leur 

dégradation, induisant la production d’auto-anticorps contre les NETs et exacerbant la sévérité 

de la maladie (Leffler et al., 2012). 
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Figure 10. Structure du C1q. 

Le C1q est assemblé à partir de trois chaînes polypeptidiques (A, B et C) codées par 3 gènes différents 

(C1QA, C1QB et C1QC). Chaque chaîne comprend une séquence N-terminale de type collagène cC1q 

et un module C-terminal globulaire gC1q, avec des ponts disulfures reliant les extrémités N-terminales 

des chaînes A et B et des deux chaînes C. Chaque dimère A-B s'associe à une chaîne C, ce qui donne 

une sous-unité de base composée de deux tiges hétérotrimériques de type collagène liées par des ponts 

disulfures et prolongées par des domaines globulaires. L'association de 3 sous-unités aboutit à une 

protéine complète ayant la forme typique d'un bouquet de six fleurs, les tiges étant maintenues ensemble 

dans leur moitié N-terminale par de fortes interactions non covalentes et divergeant ensuite pour former 

six tiges individuelles, chacune se terminant par une tête globulaire. D’après (Frachet, Tacnet-Delorme, 

and Thielens, 2015). 

 

 Les membres de la famille des intégrines CR3 αMβ2 appelées également CD11b/CD18 

ou Mac-1 sont d’autres récepteurs du complément présents sur les macrophages. Ils se lient au 

composant du complément iC3b déposé préalablement sur la particule à phagocyter. La liaison 

de ces récepteurs s’accompagne de l'activation de voies de signalisation spécifiques et de 

modifications cytosquelettiques (Wright, Craigmyle, and Silverstein, 1983; Patel and Harrison, 

2008). La signalisation de l'intégrine CR3 pour la phagocytose est différente de celle du FcγRs 

(Olazabal et al., 2002). Le cytosquelette d'actine seul est nécessaire pour la phagocytose à 

médiation FcγRs, tandis que les cytosquelettes d'actine et de microtubule sont nécessaires pour 

la phagocytose à médiation CR (Allen and Aderem, 1996). De même, l'accumulation de l’actine 

F est dépendante de RhoA, mais pas de Rac ou de Cdc42 contrairement au récepteur Fcγ (Hall 

et al., 2006). De plus, contrairement à la voie médié par les FcγR, cette voie est plutôt anti-

inflammatoire vu qu’elle ne produit pas de ROS, n’active pas la voie de l’acide arachidonique 

et module l’expression du TNFα (Wright, Craigmyle, and Silverstein, 1983; Aderem et al., 

1985; Irani and Maslow, 2005). 
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III.3.1.1.2 Récepteurs non-opsoniques 

Les récepteurs non-opsoniques qui se lient directement aux pathogènes pour induire la 

phagocytose sont une famille de plusieurs récepteurs. Nous avons, les molécules de 

reconnaissance de type lectine, telles que CD169 qui se lie aux résidus sialylés (Delputte et al., 

2011), les lectines de type C telles que La déctine 1, qui se lient aux polysaccharides (Herre et 

al., 2004), les récepteurs du mannose qui reconnaissent le mannose et le fructose à la surface 

des agents pathogènes (Ezekowitz et al., 1990) et les récepteurs scavenger, tels que SR-A, 

MARCO, et le CD36 qui reconnaissent les composants de surface des bactéries mais aussi les 

cellules apoptotiques qui présentent un signal  (eat me) à leur surface (Peiser et al., 2000; 

Greenberg et al., 2006). Il existe également des récepteurs pour réguler la phagocytose non-

opsonique lorsque les cellules expriment des molécules qui émettent un signal (d’ont eat me) 

et par l’expression de CD31 qui empêche la phagocytose en favorisant le détachement des 

cellules des agents pathogènes (Brown et al., 2002). 

 

III.3.1.1.3 Toll like receptors 

II existe aussi une autre catégorie de récepteurs qui reconnaissent les agents pathogènes 

à ingérer mais qui ne fonctionnent pas comme des récepteurs phagocytaires. Ils activent les 

macrophages et collaborent avec d'autres récepteurs pour stimuler l'ingestion et l’élimination 

des pathogènes (Sjoelund, Smelkinson, and Nita-Lazar, 2014). Ce sont les PRR. Ils sont un 

ensemble de récepteurs appartenant à plusieurs familles mais les mieux caractérisés sont les 

TLRs (Kawai and Akira, 2011).  

Les TLRs sont exprimés majoritairement sur les cellules présentatrices d’antigènes 

comme les macrophages, les monocytes, les DC et les lymphocytes B. Ce sont des 

glycoprotéines composées d’un ecto-domaine qui reconnait leurs ligands, un domaine 

transmembranaire et un domaine cytoplasmique qui transduit le signal. L’engagement des 

récepteurs TLRs induit une cascade de signalisation qui active deux voies de signalisation 

distinctes. Une dépendante de l’adaptateur MyD88 et des MAPKs conduisant à la production 

de cytokines pro-inflammatoires (Dai et al., 2009) et une autre dépendante de TRIF,  

responsable de production d'IFN de type I (Yamamoto et al., 2002). 
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Les TLRs sont subdivisés en deux grandes catégories en fonction de leur localisation : 

les TLRs présents sur la membrane plasmique et les TLRs intracellulaires présents sur les 

endomembranes. 

Les TLRs de surface comprennent les TLR1, 2, 4, 5, 6 et 10. Le TLR9 est exprimé à la 

fois sur la membrane plasmique et sur les endomembranes (Lindau et al., 2013). Ils 

reconnaissent des molécules présentées à la surface des produits microbiens. En effet, le TLR1, 

le TLR2 et le TLR6 reconnaissent une variété de PAMPs, comme les lipoprotéines et les 

peptidoglycanes (Takeuchi et al., 2001; Alexopoulou et al., 2002). Les TLR4 sont activés par 

l’endotoxine (LPS) présente sur les bactéries Gram négatives (Poltorak et al., 1998). Les TLR5 

se lient à la flagelline, un composant des flagelles bactériens hautement inflammatoire (Hayashi 

et al., 2001) et les TLR10 reconnaissent la listeria monocytogène et le virus de la grippe (Regan 

et al., 2013; Lee et al., 2014).  

Les TLRs endosomaux intracellulaires incluent les TLR3, 7, 8, 9, 11, 12 et 13. Ils 

reconnaissent principalement des acides nucléiques d’origine microbienne ou des acides 

nucléiques du soi. Les TLR3 reconnaissent le composant universel des virus, l’ARN double 

brin (ARNdb) et les auto-ARNs sécrétés par les cellules endommagées (Alexopoulou et al., 

2001; Takemura et al., 2014). Les TLR7 et les TLR8 ont de fortes homologies et reconnaissent 

tous les deux de l’ARN simple brin (sb) viral et bactérien (Diebold et al., 2004; Heil et al., 

2004). Les TLR9 se lient à l'ADN bactérien et viral riche en motifs CpG-non méthylés via son 

squelette de sucre (Krug et al., 2004; Latz et al., 2004; Haas et al., 2008). Les TLR11 et les 

TLR12 reconnaissent la flagelline et la profiline (Yarovinsky et al., 2005; Andrade et al., 2013). 

Enfin, les TLR13 sont activés par l'ARNr 23S bactérien (Oldenburg et al., 2012). 

Les TLRs résident d’abord dans le RE et sont acheminés vers la membrane plasmique 

ou les endolysosomes via le complexe de golgi (Brinkmann et al., 2007; Chockalingam et al., 

2009). Les TLRs endosomaux sont ensuite activés par l’acidification endolysosomales suivie 

dans certains cas d’un clivage de leurs ectodomaines (Häcker et al., 1998; Park et al., 2008). La 

localisation intracellulaire des TLRs permet de reconnaitre les acides nucléiques délivrés dans 

les endomembranes après leur internalisation, afin de prévenir leurs liaisons à des auto-acides 

nucléiques et déclencher des maladies auto-immunes. 

L’engagement des ligands sur les TLRs active les macrophages de nombreuses façons. 

Ils produisent de l’IFN-ɣ et des cytokines inflammatoires. En parallèle, ils régulent 
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négativement de nombreux microARN (miR), comme le miR-24, qui est impliqué dans 

l’inhibition de la production des cytokines inflammatoires, telles que le TNF-α et l’IL-6 mais 

aussi la phagocytose dans les macrophages (Naqvi, Fordham, and Nares, 2015; Naqvi et al., 

2016). Ils stimulent la production de ROS indispensables à leurs fonctions microbicides (West 

et al., 2010). Enfin, les TLRs (TLR-2 et 4) potentialisent la phagocytose médiée par le FcγR 

dans les macrophages en induisant la phosphorylation de multiples cibles de la voie FcγR 

(Sjoelund, Smelkinson, and Nita-Lazar, 2014). Ces différentes fonctions leur confèrent un rôle 

essentiel dans la protection de l’organisme. En effet en utilisant des modèles de souris 

déficientes en TLRs, beaucoup d’études ont montré que les TLRs reconnaissent les bactéries et 

préviennent leurs disséminations (Takeuchi, Hoshino, and Akira, 2000). Ils protègent aussi 

l’hôte contre les infections virales (Daffis et al., 2008), les infections fongiques (Bellocchio et 

al., 2004) et parasitaires (Campos et al., 2001). Les TLRs promeuvent notamment des réponses 

immunitaires adaptatives (Letran et al., 2011). En effet, de nombreux ligands des TLRs sont 

actuellement exploités comme adjuvants vu la réponse immunitaire adaptative protectrice qu’ils 

induisent lors de vaccins (Koyama et al., 2007). Néanmoins, les TLRs peuvent également 

augmenter la sévérité des infections en activant de façon exagérée le système immunitaire (Imai 

et al., 2008). 

 

 Phagocytose 

La deuxième étape de la phagocytose est la formation du phagosome. En effet, une fois 

que le signal pour amorcer la phagocytose est donné, le cytosquelette entraine la formation de 

pseudopodes, qui recouvrent la particule à éliminer et se ferment afin de former un phagosome 

(Cox et al., 1999; Schlam et al., 2015). Ensuite, le nouveau phagosome fusionne avec les 

endosomes précoces de recyclage pour donner lieu au phagosome précoce, qui contient un 

milieu intérieur plus acide (pH 6,1-6,5). Les événements de fusion membranaire sont régulés 

par la GTPase Rab5 (Kitano et al., 2008). Le phagosome précoce se lie ensuite à des vésicules 

qui proviennent du réticulum endoplasmique et du complexe de golgi pour former le 

phagosome intermédiaire (Wähe et al., 2010; Campbell-Valois et al., 2012). Au fur et à mesure 

de la maturation, Rab5 se perd et Rab7 est recruté sur la membrane. (Vieira et al., 2003; Rink 

et al., 2005). Dans le même temps, des vésicules intraluminales se forment. Elles contiennent 

des molécules associées à la membrane qui sont destinées à la dégradation ou au recyclage (Lee 

et al., 2005). Une fois que le phagosome intermédiaire a éliminé les protéines qui seront 
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recyclées ou dégradées, il poursuit sa maturation pour devenir un phagosome tardif en se 

fusionnant avec les endosomes tardifs. Rab7 s'accumule et devient un marqueur de cette étape 

(Jordens et al., 2001). À ce stade, le lumen devient plus acide (pH 5,5-6,0). La dernière étape 

du processus implique la fusion des phagosomes tardifs avec les lysosomes, pour devenir des 

phagolysosomes. Ces derniers ont un pH très acide (pH à 4,5), grâce à la présence d’un grand 

nombre de molécules de V-ATPase sur leurs membranes. Ils dégradent ensuite les 

microorganismes grâce à des enzymes hydrolytiques comme les cathepsines, protéases, 

lysozymes et lipases, ou la transferrine «lactoferrine» (Tjelle et al., 1998; Levin, Grinstein, and 

Canton, 2016) (Figure 11). 

 

Figure 11. La phagocytose. 

La phagocytose est un processus dynamique de fusion et de fission des membranes plasmiques avec les 

membranes vésiculaires intracellulaires, de maturation des phagosomes et d'acidification progressive, 

aboutissant à la fusion et à la digestion des micro-organismes dans les phagolysosomes (Gordon, 

2016b). 
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III.3.2 Présentation antigénique  

Une fois que les protéines pathogènes sont phagocytées et dégradées par les 

macrophages dans les compartiments endolysosomaux  (Tjelle et al., 1998), elles sont 

présentées sur le CMH II au système immunitaire adaptatif afin de l’alerter et de l’activer 

(Rammensee, 1996). 

Les molécules du CMH ou les antigènes des leucocytes humains (human leukocyte 

antigen ; HLA) chez l’homme, sont des glycoprotéines transmembranaires subdivisées en 

Complexe majeur d'histocompatibilité de type I (CMHI) et CMH II. Le CMH II est exprimé 

par toutes les cellules présentatrices d’antigènes (CPAs) professionnelles, y compris les 

macrophages. Il est codé par les gènes HLA-DR, HLA-DQ et HLA-DP. Son expression est 

régulée principalement par le transactivateur du CMH II (class II major histocompatibility 

complex transactivator ; CIITA) (Muhlethaler-Mottet et al., 1997). Les chaines α et β qui les 

composent s’assemblent au niveau du RE. Elles forment un complexe avec une protéine 

accessoire appelée (chaine invariante li (la chaîne γ du CMH II aussi nommée CD74). Le 

fragment li fonctionne comme une protéine chaperonne. Elle masque les sites de liaison des 

peptides sur le CMH et le guide vers la membrane plasmique via l’appareil de golgi (Anderson 

and Miller, 1992). En présence d’un signal, les molécules du CMH II sont internalisées et 

transportées vers les endosomes tardifs. Dans les endosomes, li est sectionné (Castellino and 

Germain, 1995; Rammensee, 1996). Les peptides dérivés de protéines dégradées qui présentent 

une forte affinité avec le CMH II sont chargés sur ce dernier par la protéine HLA-DM 

(Sanderson et al., 1994). Les complexes CMH II-peptides sont finalement transportés et 

délivrés à la membrane plasmique en faisant intervenir les molécules du cytosquelette. Enfin, 

les peptides sont présentés aux lymphocytes T CD4+ (Wubbolts et al., 1996; Vascotto et al., 

2007) (Figure 12). 

En plus de la phagocytose, la délivrance des antigènes exogènes aux compartiments 

endolysosomaux afin qu’ils soient présentés aux lymphocytes T, se fait aussi par d’autres 

mécanismes. En effet, ils peuvent être internalisés par l’endocytose médiée par des récepteurs 

recouverts de clathrine, qui acheminent directement les pathogènes vers les endosomes tardifs. 

Ils ont aussi la capacité d’être ingérés en présence de signaux spécifiques, tels que les facteurs 

de croissance, par le processus de macropinocytose (Welliver and Swanson, 2012), une 

endocytose non spécifique, qui à partir d’invaginations circulaires de la membrane plasmique 

encapsule les antigènes extra-cellulaires, formant ainsi des microphagosomes qui délivrent les 
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protéines aux endosomes pour leur traitement (von Delwig et al., 2006; Canton et al., 2016). 

Enfin, les bactéries et les virus qui s’échappent des compartiments de la phagocytose sont 

ingérés par autophagie, un mécanisme qui encapsule les protéines du cytoplasme et forment des 

autophagosomes (Gutierrez et al., 2004). Ils fusionnent ensuite avec des vésicules lysosomales 

et forment des autophagolysosomes qui sont capables de traiter les peptides afin qu’ils soient 

présentés à la surface par le CMH II (Schmid, Pypaert, and Münz, 2007) (Figure 12). 

Il existe une autre classe de CMH, le CMHI. Les molécules du CMHI et du CMH II 

sont toutes les deux des glycoprotéines ayant la même fonction présentatrice d’antigènes aux 

lymphocytes T. Toutefois, l’expression du CMHI n’est pas restreinte au CPAs mais à toutes les 

cellules nucléées et les plaquettes. De plus, contrairement aux molécules de CMH II qui 

présentent des peptides exogènes aux lymphocytes T CD4+, les molécules de CMHI exposent 

à la surface des cellules des peptides endogènes cytoplasmiques ou nucléaires aux lymphocytes 

T CD8+.  

Le CMHI est composé d’une chaine légère la microglobuline β2 (β2m) et d’une chaîne 

lourde α. Les chaines lourdes du CMHI sont codées par le HLA-A, HLA-B et HLA-C chez 

l'homme. Elles s’assemblent au niveau du RE et fixent des protéines chaperonnes, constituant 

ainsi le complexe de chargement de peptides (peptide-Loading complex ; PLC) (Wearsch, 

Peaper, and Cresswell, 2011). Le PLC assure le maintien du CMH et le chargement des peptides 

transloqués dans la lumière du RE sur le CMHI (Roche and Cresswell, 2016). Les peptides à 

présenter sur le CMHI sont générés après dégradation par les protéasomes cytoplasmiques et 

nucléaires des protéines défectueuses du soi, y compris les protéines produites pendant une 

infection virale (Schubert et al., 2000). Des transporteurs associés à la présentation de l'antigène 

(transporter associated with antigen processing ; TAP) acheminent ensuite ces peptides vers le 

RE (Reits et al., 2003), où ils sont sectionnés en peptides de plus petite taille par des 

aminopeptidases et chargées sur le CMHI (Saveanu et al., 2005). Pour finir, les complexes 

peptide-CMHI quittent le RE via le golgi pour être présentés à la surface des cellules aux 

lymphocytes T CD8+ (Figure 12). 

Un lien entre la présentation endogène et la présentation exogène des peptides par le 

CMH est la présentation dite croisée (Schliehe et al., 2011). Elle consiste en l’exposition de 

peptides d’origine exogène par le CMHI aux lymphocytes T CD8+ (Bevan, 1976). Les peptides 

sont générés par deux voies principales. D’abord, la voie cytosolique, où les protéines exogènes 

sont transloquées des endosomes vers le cytosol pour être dégradées par les protéasomes. 
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Ensuite, elles sont transférées au RE pour être chargée par le CMHI (Enders et al., 2020). Mais 

la voie la plus utilisée par les macrophages est la voie vacuolaire. Dans ce cas, les protéines 

exogènes sont directement fragmentées en peptides dans les endolysosomes par les protéases. 

Elles sont ensuite chargées sur le CMHI dans les mêmes compartiments endolysosomaux 

(Cruz-Leal et al., 2018).  

Figure 12. Étape de présentation antigénique par le CMH I et le CMH II. 

Les peptides exogènes sont présentés aux lymphocytes T CD4+ via le CMH II (à droite). Les peptides 

endogènes sont chargés sur le CMHI et présentés aux lymphocytes T CD8+ (à gauche). Le chargement 

des peptides exogènes sur le CMHI pour une présentation croisée se fait, soit dans le RE (en bas à 

gauche) ou dans les endolysosomes (non montré). D’après Roche and Cresswell, 2016. 

 

III.3.3 Résolution de l’inflammation et la cicatrisation 

 Après ces épisodes inflammatoires prédominés par les macrophages pro-inflammatoires 

M1-like, le microenvironnement des tissus lésés confère aux macrophages des signaux afin de 

résorber l’inflammation, réparer les tissus et rétablir l’homéostasie. En effet, l’ingestion de 

cellules apoptotiques par les macrophages, appelée aussi efférocytose (Yanagihashi et al., 

2017), les sécrétions des cellules Tregs (Arpaia et al., 2015) et la stimulation des cellules Th2 
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sur le site de blessure (stérile ou lors d’infections) induisent la production d’IL-4, d’IL-10 et 

des glucocorticoïdes, conduisant au passage des macrophages avec un phénotype M1-like aux 

macrophages avec un phénotype M2-like sur le site de la plaie. Les macrophages M2-like 

activent l’expression de gènes ayant des fonctions pro-résolutives dans les tissus 

inflammatoires. Ils sécrètent d’abord des molécules anti-inflammatoires comme l’IL-10, 

l’arginase et le TGFβ, les résolvines et les protectines, qui augmentent par exemple l’ingestion 

de cellules apoptotiques (Schwab et al., 2007; Serhan, Chiang, and Van Dyke, 2008). Ensuite, 

ils produisent des facteurs responsables de la cicatrisation des tissus notamment les facteurs 

pro-angiogéniques comme le VEGF et les MMPs bénéfiques. Enfin, Ils assurent le dépôt de la 

MEC pour régénérer et remodeler les tissus. Pour ce faire, ils produisent soit directement des 

composants de la MEC, comme la fibronectine, ou indirectement en stimulant la fabrication du 

collagène par les fibroblastes par exemple (Shearer et al., 1997; Song et al., 2000; Gratchev et 

al., 2001; Ramachandran et al., 2012).  

 Durant mes travaux de thèse, j’ai étudié l’effet des neutrophiles et des NETs sur les 

macrophages. Ces recherches s’inscrivaient dans un contexte physiologique mais également 

dans le cadre d’une maladie auto-immune, la polyarthrite rhumatoïde (PR). En effet, comme 

nous le verrons dans le prochain chapitre, les neutrophiles et les macrophages jouent un rôle 

essentiel dans la physiopathologie de la PR. 

 

IV. Polyarthrite rhumatoïde 

 

IV.1 Introduction et étiologie de la polyarthrite rhumatoïde (PR) 

Historiquement appelée l’arthrite déformante ou encore goutte rhumatismale, la PR 

nommée par Alfred Baring Garrod (GARROD, 1876) est une pathologie inflammatoire 

chronique et auto-immune. Elle est caractérisée par un système immunitaire inné et adaptatif 

défaillant, une présence accrue d’auto-anticorps notamment les anticorps anti-protéines 

citrullinées (anti-citrullinated protein antibodies ; ACPA), le facteur rhumatoïde (rheumatoid 

factor ; RF) et récemment les anticorps anti-protéines carbamylées (anti-carbamylated protein ; 

anti-CarP) (Shi et al., 2014). Les ACPA sont des marqueurs de la maladie comme je le 
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détaillerai plus loin. Ils sont utiles pour le diagnostic de la PR. Cependant, il existe également 

des PR négatives aux ACPA. 

La PR touche essentiellement les articulations périphériques. Elle provoque des 

douleurs articulaires, une hyperplasie synoviale suivie de la destruction du cartilage et de l’os 

(Figure 13). Elle peut également comporter des atteintes extra articulaires et des comorbidités 

(Aviña-Zubieta et al., 2008). La prévalence de la PR est généralement de 0,5 à 1% de la 

population mondiale adulte globale. Mais, la distribution géographique et ethnique de la PR est 

très variable. Les taux d’incidence peuvent être très élevés et atteindre jusqu’à 5% chez 

certaines populations, comme les amérindiens (Peschken and Esdaile, 1999). Ils peuvent aussi 

être très faibles, de l’ordre de 0,3% dans l’europe du sud (Guillemin et al., 2005). La PR affecte 

3 fois plus de femmes que d’hommes, soulignant le rôle des hormones sexuelles dans cette 

maladie et elle survient surtout après l’âge de 40 ans (Luckey, Medina, and Taneja, 2012).  

La PR est d’étiologie inconnue. Cependant, de multiples facteurs favorisant son 

apparition sont mis en évidence, dont les facteurs génétiques et épigénétiques, le tabac, les 

facteurs hormonaux et infectieux. 

 

IV.1.1 Prédispositions génétiques et épigénétiques  

Les prédispositions génétiques représentent les facteurs de susceptibilité majeurs de la 

PR, puisqu’ils augmentent d’environ 60% le risque d’être atteint de cette pathologie 

(MacGregor et al., 2000; Woude et al., 2009). Ils se traduisent par la présence de mutations 

génétiques au niveau de certains locus spécifiques aux patients atteints de PR ou partagés avec 

d’autres pathologies (Remmers et al., 2007; Eyre et al., 2012; Okada et al., 2014).  

Les mutations au niveau des locus du CMH II (ou HLA chez l’homme) sont les plus 

importantes. Elles sont corrélées à la présence d’ACPA, à la gravité de la PR ainsi qu’à la 

réponse aux traitements (Hill et al., 2008; Viatte et al., 2015). Dans les années 1970, il a été 

montré qu’il existait plusieurs haplotypes ou versions de HLA-DR1, HLA-DR4 et HLA-DR10 

qui sont associés à la PR (Stastny, 1978). Quelques années plus tard, Gregersen et son équipe 

ont proposé une théorie selon laquelle il existerait des épitopes partagés appelés SE pour shared 

epitope au niveau des HLA, qui sont fortement associés à un risque de PR (Gregersen, Silver, 

and Winchester, 1987).  
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Les SE sont définis comme une suite de cinq acides aminés (QKRAA, QRRAA ou 

RRRAA en positions 70-74). Ils codent pour une boucle appelée P4 qui se situe dans le site de 

liaison de l’antigène, au niveau de la chaine β1 du CMH sur les allèles HLA-DRB1*01 : 01, 

HLA-DRB1*01 : 02, HLA-DRB1*04 : 01, HLA-DRB1*04 : 04, HLADRB1*04 : 05, HLA-

DRB1*04 : 08, HLA-DRB1*14 : 02, HLA-DRB1*10 : 01 (Gregersen, Silver, and Winchester, 

1987; Hammer et al., 1995). Cette boucle est chargée positivement et favorise particulièrement 

le développement de PR ACPA+, potentiellement, en augmentant la présentation des peptides 

citrullinés, qui sont ensuite une source d’auto-antigènes reconnus par les ACPA. En effet, les 

peptides citrullinés se fixeraient de manière plus forte avec la boucle P4 par rapport aux peptides 

natifs et activent le système immunitaire adaptatif (Hill et al., 2003; Scally et al., 2013; Ting et 

al., 2018). Cependant, cette théorie est contestée. En effet, plusieurs études montrent que de 

nombreux types de peptides citrullinés, tels que les peptides citrullinés du fibrinogène ne se 

lient pas préférentiellement à des molécules HLA-DR positives en SE (Auger et al., 2005; 

Sidney et al., 2017; Balandraud, Auger, and Roudier, 2021). Roudier et al proposent alors une 

nouvelle théorie selon laquelle PAD4, une enzyme impliquée fortement dans la PR en 

convertissant les résidus arginines des peptides en résidus citrullines, serait reconnue par les 

molécules HLA-DR et déclencherait la production d’IgGs anti-PAD et d'anticorps IgGs contre 

tout substrat citrulliné par la PAD (Roudier, Balandraud, and Auger, 2018). Cette théorie est 

soutenue par le fait que l’immunisation avec PAD des souris CH3 contenant des allèles 

homologues à HLA-DRB1*04 : 01 induit la production d’ACPA (Arnoux et al., 2017). De plus, 

le risque de développer une PR ACPA+ est corrélé à la capacité de liaison des peptides PAD4 

sur les motifs SE d’HLA-DR (Balandraud, Auger, and Roudier, 2021). Tout ceci vient soutenir 

l’association du HLA-DR à la présence d’ACPA et à la physiopathologie de la PR. Par ailleurs, 

d’autres poches qui ne portent pas de motif SE augmentent la liaison des peptides 

arthritogéniques citrullinés au HLA (Kampstra et al., 2016), ce qui montre que la théorie HLA-

SE et risque de PR serait plus complexe que l’hypothèse d’origine. 

D’autres facteurs génétiques prédisposent les individus à la PR mais de manière moins 

importante. Ils ont été découverts notamment grâce à des études d’associations pangénomiques, 

utilisant plusieurs cohortes, des méta-analyses et combinant tout ceci, dans certains cas à des 

études fonctionnelles (Cornélis et al., 1998; MacKay et al., 2002; Stahl et al., 2010; Eyre et al., 

2012; Okada et al., 2012). Deux d’entre eux ont montré un effet sur la génération d’ACPA dans 

la PR. PAD4 et la protéine tyrosine phosphatase non-récepteur de type 22 (protein tyrosine 

phosphatase non-receptor type 22 ; PTPN22). Il a été montré qu’un haplotype de PAD4 est 
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associé à une susceptibilité accrue à la PR et aux niveaux en ACPA retrouvés dans les sérums 

des patients atteints de cette maladie (Suzuki et al., 2003). De plus, une méta analyse (Hou et 

al., 2013) conforte d’autres travaux (Barton et al., 2004; Caponi et al., 2005) et démontre que 

le polymorphisme de PAD4 rendrait sensible à la PR, essentiellement les personnes d’origine 

asiatique.  

PTPN12 quant à elle est une enzyme qui déphosphoryle les kinases de la famille Src. 

Elle intervient dans plusieurs processus cellulaires, dont l’inhibition de la signalisation du TCR. 

Récemment, il a été montré que cette enzyme se lie aussi à PAD4 indépendamment de son 

activité de phosphatase. Cette liaison induit l’inhibition de l’activité de citrullination de PAD4 

(Chang et al., 2015). Une variation du gène qui code pour la PTPN22 est associée à la PR 

(Begovich et al., 2004) et ce polymorphisme conduit à la synthèse d’une protéine PTPN22 

déficiente, qui ne se lie plus à PAD4. Ceci conduit à une hypercitrullination des peptides (Chang 

et al., 2015), qui pourrait jouer un rôle important dans la pathogenèse de la PR. 

Une centaine d’autres facteurs génétiques de risque sont identifiés dans la PR. Ils jouent 

souvent un rôle dans le système immunitaire opérant lors de cette maladie. Je cite comme 

exemple les récepteurs TNFR2 (Barton et al., 2001) et IL-6R (Ferreira et al., 2013), le récepteur 

inhibiteur des molécules de costimulation antigène 4 du lymphocyte cytotoxique T (protéine T-

lymphocyte-associée cytotoxique 4 ; CTLA-4) (Plenge et al., 2005), les transducteurs de 

signaux STAT4 (Remmers et al., 2007). Enfin, des variants dans la région des gènes C1q sont 

aussi des facteurs de risque (Trouw et al., 2013).   

Les modifications épigénétiques, telles que la méthylation, s’associent à d’autres 

facteurs génétiques et peuvent représenter aussi un risque ou une conséquence dans la PR. 

Plusieurs études le démontrent. En effet, le facteur de risque génétique majeur de cette 

pathologie (HLA-DR) présente plusieurs régions où la méthylation est différente entre les 

donneurs sains et les patients atteints de PR (Liu et al., 2013). De plus, le statut de méthylation 

peut contribuer directement à la physiopathologie de la PR, puisque l’hyperméthylation, mais 

surtout l’hypométhylation de plus de 1000 locus des fibroblastes synoviaux (fibroblast-like 

synoviocyte ; FLS) induit leur altération, les impliquant dans l’inflammation et les désordres 

qui sont produits lors de la PR (Nakano et al., 2013; Frank-Bertoncelj et al., 2017). En plus des 

fibroblastes, les lymphocytes T régulateurs (regulatory T cells ; Tregs) également subissent une 

méthylation au sein du promoteur du gène CTLA-4 conduisant à son inhibition et l’inactivation 

de leur effet immunomodulateur dans la PR (Cribbs et al., 2014). Pour finir, les facteurs 
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génétiques et épigénétiques sont capables de s’allier avec des facteurs à risques 

environnementaux comme le tabagisme. En effet, par exemple, la cigarette est associée à 

l'hypométhylation de certaines régions promotrices et plusieurs gènes qui sont impliqués 

fortement dans la physiopathologie de PR (Svendsen et al., 2016). 

Les facteurs génétiques et épigénétiques ne sont pas les seuls facteurs de susceptibilité 

à la PR. En effet, la PR semble impliquer aussi des facteurs environnementaux, hormonaux et 

infectieux que nous décrirons ci-dessous. 

 

IV.1.2 Les risques environnementaux 

Le tabagisme constitue un facteur de susceptibilité à la PR chez les deux sexes (Silman, 

Newman, and MacGregor, 1996; Stolt et al., 2003). Il est le facteur environnemental le plus 

important et il agit de façon dose dépendante, avec un pic chez les personnes qui fument depuis 

plus de 20 ans (Källberg et al., 2011). Les fumées de cigarette renforcent uniquement la 

susceptibilité à la PR séropositive pour les RF (Padyukov et al., 2004) et les ACPA (Klareskog 

et al., 2006; Pedersen et al., 2006). Elles accroissent ce risque de 20 fois en s’associant aux 

facteurs génétiques classiques comme le motif SE de HLA-DR (Klareskog et al., 2006). En 

effet, le tabagisme augmente le risque de PR selon le statut génotypique des patients (Källberg 

et al., 2011), avec une prévalence élevée constatée chez les fumeurs qui expriment une double 

copie du HLA-SE (Karlson et al., 2010). 

Les fumées de cigarettes sont impliquées dans la pathogenèse de la PR de plusieurs 

manières. D’abord, elles augmentent chez les patients PR les niveaux de cytokines pro 

inflammatoires (Sokolove et al., 2016). Elles activent le système immunitaire qui produit des 

taux élevés de RF (Tuomi et al., 1990; Jónsson, Thorsteinsson, and Valdimarsson, 1998) et 

d’ACPA (Bidkar et al., 2016). En lien avec les auto-anticorps, elles amplifient par exemple la 

réponse à l'autoantigène vimentine citrullinée chez les souris exprimant le motif SE, notamment 

en augmentant la production de PAD responsable de leur citrullination et en stimulant le 

système immunitaire inné et adaptatif (Bidkar et al., 2016). La nicotine exacerbe aussi la 

production de NETs chez des modèles murins de PR (Lee et al., 2017). Enfin, le tabac modifie 

le statut de méthylation de certains gènes responsables de l’inflammation lors de la PR 

(Svendsen et al., 2016).  
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Tenant compte de tous ces résultats, une hypothèse propose que le tabac pourrait être à 

l’origine du développement de la PR en initiant la production d’auto-anticorps dans les 

poumons. En effet, les ACPA sont d’abord détectés dans les expectorations avant la propagation 

de l'épitope et leur détection dans le sérum de patients PR (Willis et al., 2013) et de manière 

intéressante, l’inhalation de fumée chez un modèle murin augmente la production de PAD et la 

citrullination dans les poumons ainsi que la production d’auto-anticorps (Bidkar et al., 2016). 

Néanmoins, la cigarette accroît aussi la sévérité de la maladie une fois installée, puisque les 

fumeurs atteints de PR ont une activité de la maladie plus élevée (Sokolove et al., 2016). Cette 

constatation est soutenue par des travaux scientifiques qui montrent que le tabac stimule les 

FLS de patients PR à détruire la matrice extracellulaire et à produire des réponses pro-

inflammatoires (Engler et al., 2014). De plus, les fumées de cigarettes augmentent les atteintes 

articulaires chez l’humain (Sparks et al., 2016) et accentuent la sévérité des arthrites dans des 

modèles murins de PR (Lee et al., 2017).  

La cigarette augmente donc le risque de la PR. Elle amplifie aussi la sévérité de la 

maladie. En effet, de manière intéressante, les effets négatifs observés pourraient être améliorés 

par l’arrêt de la consommation du tabac (Di Giuseppe et al., 2013). Il est important de noter que 

cela ne s’applique pas à toutes les PR, puisque la présence du motif SE et le facteur 

environnemental tabac n'expliquent pas l’origine des PR négative aux ACPA et aux RF (Stolt 

et al., 2003; Padyukov et al., 2004; Klareskog et al., 2006).  

La PR est donc multifactorielle. Sa survenue peut être stimulée par plusieurs autres 

causes que celles citées précédemment. De nombreuses infections augmentent l’incidence de 

la PR. Celle qui suscite le plus d’intérêt est l’infection parodontale par P gingivalis. En effet, la 

parodontite causée par cette bactérie orale est associée à la susceptibilité d’être atteint de PR 

(Chen et al., 2013). P.gingivalis agirait grâce à sa capacité à citrulliner les protéines par 

l’intermédiaire de ses propres PADs. Les antigènes citrullinés seraient ensuite une source 

d’auto-anticorps dans la PR (Wegner et al., 2010). 

L’action des hormones vient également s’ajouter aux risques environnementaux, 

génétiques et épigénétique de la PR (Sparks et al., 2014). En effet, les femmes sont plus 

exposées à un risque de PR que les hommes (Crowson et al., 2011) et elles présentent des 

symptômes plus sévères (Sokka et al., 2009). L’augmentation de la prévalence de la PR chez 

les femmes est surtout attribuée aux effets inflammatoires et auto-immuns de l’œstrogène 

(Cutolo et al., 2006; Alpízar-Rodríguez et al., 2017). Toutefois, le rôle exact de cette hormone 
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dans la PR n’est pas élucidé et parfois même controversé, vu que les femmes après la 

ménopause possèdent moins d’œstrogènes mais présentent plus de risques d’être atteintes de 

PR (Bengtsson et al., 2017). Enfin, l’inhalation de certains composants est associée à un risque 

accru de PR. C’est le cas lors de l’exposition à la silice (Stolt et al., 2005), à la pollution (Hart 

et al., 2009) ou encore au textile (Too et al., 2016). L’ensemble de ces facteurs et bien d’autres 

favorisent le risque d’être atteint de cette pathologie auto-immune et inflammatoire dont la 

physiopathologie est complexe et fait intervenir le système immunitaire inné et adaptatif.  
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IV.2 Physiopathologie de la PR 

Figure 13. Structure d’une articulation normale et d’une articulation arthritique. 

Dans une articulation saine (à gauche), l’os est recouvert de cartilage qui permet le mouvement des 

articulations. Le cartilage beigne dans un liquide articulaire qui permet la lubrification de l’articulation 

et l’ensemble de ces structures est entouré de chaque côté par la membrane synoviale. Chez les patients 

arthritiques (à droite), il y a une multiplication des synoviocytes qui cause une hyperplasie de la 

membrane synoviale et la formation d’un pannus inflammatoire. Le tissu synovial est infiltré par des 

cellules immunitaires qui induisent une inflammation. Les ostéoclastes sont activés et dégradent le 

cartilage et l’os. Nous observons également un recrutement de cellules immunitaires dans le liquide 

synovial, notamment les neutrophiles.  

 

La membrane synoviale d’une articulation normale tapisse l’intérieur de la capsule 

articulaire. Elle est composée de deux couches. Elle est vascularisée et innervée. La membrane 

synoviale est fine et formée principalement de synoviocytes macrophagiques qui ont entre-

autres un rôle dans l’élimination des débris de l’articulation et des synoviocytes fibroblastiques 

qui produisent du liquide articulaire afin de lubrifier les articulations. Dans la PR, les FLS se 

multiplient et forment un panus inflammatoire. Il y a également une angiogenèse importante et 

de nombreuses cellules qui jouent un rôle clé dans l’induction de l’inflammation infiltrent le 

tissu synovial comme le montre l’étude de Zhang et al. En effet, cette équipe a déterminé sur 

des biopsies de tissu synovial de patients PR la présence de 18 populations, dont, les 
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fibroblastes, les monocytes pro-inflammatoires, les cellules B associées à l'auto-immunité, des 

cellules T auxiliaires périphériques et folliculaires et des cellules T CD8 (Zhang et al., 2019).  

Plusieurs années avant l’apparition des premiers signes cliniques, différents isotypes 

d’auto-anticorps (IgM, IgG et IgA) sont détectés dans le sérum des patients atteints de PR 

(Rantapää-Dahlqvist et al., 2003; Verpoort et al., 2006). En effet, dans la PR, deux phases se 

distinguent. La première est asymptomatique. Elle se caractérise par la production d’auto-

anticorps, notamment, les RF et les auto-anticorps dirigés contre les protéines modifiées (anti-

modified protein antibodies ; AMPAs) (Nielen et al., 2004). La deuxième phase est 

symptomatique et présente une inflammation et des atteintes articulaires et extra-articulaires 

(Figure 14).  

Figure 14. Phases de la PR. 

La phase asymptomatique (à gauche) : les facteurs de risque, notamment le tabac et les infections 

parodontales favorisent la formation de peptides modifiés post-traductionellement. Les porteurs de 

l’épitope partagé présentent efficacement ces peptides modifiés via leur CMH II et induisent la 

formation d’auto-anticorps. Phase symptomatique (à droite) : elle commence parfois des années plus 

tard. Les auto-anticorps forment des complexes immuns et induisent le recrutement et l’activation de 

cellules immunitaires dans l’articulation, l’exacerbation de l’inflammation et la destruction de 

l’articulation. Adapté de (O’Neil and Kaplan, 2019) 

 

IV.2.1 Les lymphocytes B et la production d’auto-anticorps dans la PR 

 Durant les phases pré-cliniques, des lymphocytes B auto-réactifs se développent. Ils sont 

recrutés au niveau du synovium (Nanki et al., 2009), où ils reconnaissent des auto-antigènes. 

Cela induit non seulement l’activation des lymphocytes T mais aussi l’expansion des B et leur 

différenciation en plasmocytes capables de produire des auto-anticorps et des cytokines pro-

inflammatoires (Takemura et al., 2001; O’Neill et al., 2005; Szodoray et al., 2006). De plus, les 

cellules B autoréactives dans la PR sont résistantes à l’apoptose ce qui les rend persistantes 

(Rapetti et al., 2015).  
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 La production d’auto-anticorps par les lymphocytes B représente une des 

caractéristiques principales des patients PR. Les auto-anticorps ACPA et RF produits par les 

lymphocytes B sont utilisés comme biomarqueurs pour le diagnostic de la PR (Aletaha et al., 

2010).  

Les ACPA sont les auto-anticorps les plus spécifiques de la PR. Ils sont présents chez 

environ 70% des patients (Schellekens et al., 1998). Leur taux est associé au développement de 

la PR au phénotype érosif (Huizinga et al., 2005; Bos et al., 2010). Les ACPA reconnaissent 

des peptides citrullinés qui représentent un déterminant antigénique majeur de l’apparition de 

la PR (Schellekens et al., 1998). De plus, la PAD responsable de la citrullination des auto-

antigènes est libérée et elle est active dans le liquide synovial de patients (Spengler et al., 2015).  

Une fois induits, les ACPA jouent un rôle important dans la pathogenèse de cette 

maladie. D’abord, ils forment des complexes immuns avec un large spectre de peptides 

citrullinés dans la synovie de patients PR (Vincent et al., 2005), comme le fibrinogène 

(Takizawa et al., 2006), l’énolase  (Lundberg et al., 2008), la vimentine (Vossenaar et al., 2004) 

ou encore le collagène II (Uysal et al., 2009). Ensuite, ces complexes immuns se lient aux FcRs 

et activent le système immunitaire. En effet, ils induisent la sécrétion de TNFα par les 

macrophages (Clavel et al., 2008) et la production des NETs par les neutrophiles (Aleyd et al., 

2016). De plus, ils stimulent la cascade du complément via la voie classique et la voie 

alternative et libèrent des facteurs chimiotactiques (Trouw et al., 2009). Les ACPA 

potentialisent également directement l’érosion articulaire dans la PR. En effet, les ostéoclastes 

responsables de la destruction osseuse expriment des peptides citrullinés. Les ACPA 

reconnaissent ces peptides et activent fortement les ostéoclastes (Harre et al., 2012). 

Le RF représente le deuxième type d’auto-anticorps clé dans la PR. Il n’est pas 

spécifique à la PR. Néanmoins, il est exprimé chez environ 50% des patients atteints de cette 

pathologie. De plus, comme pour les ACPA, leur taux est corrélé à la sévérité de la PR mais 

aussi à l’augmentation de la mortalité due à cette maladie (Williams and Kunkel, 1962; 

Ajeganova et al., 2016).  

Le RF a été le premier type d'auto-anticorps détecté dans la PR en 1958 (Edelman, 

Kunkel, and Franklin, 1958). Ils reconnaissent la partie Fc des IgGs (Edelman, Kunkel, and 

Franklin, 1958; Maibom-Thomsen et al., 2019). Les RFs ciblent principalement les complexes 

immuns contenant des ACPA. Une fois liés, ils potentialisent la sécrétion de cytokines pro-
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inflammatoires, notamment par les macrophages (Sokolove et al., 2014) et ils sont aussi 

capables d’activer le système du complément (Tanimoto et al., 1975). 

Un autre facteur de diagnostic supplémentaire de la PR découvert plus récemment est 

l’anti-CarP) (Shi et al., 2011). Ces auto-anticorps reconnaissent la carbamylation, une 

modification post-traductionnelle des peptides qui consiste en la conversion des résidus lysines 

en homocitrullines par un composant non enzymatique, le cyanate. Ils sont présents chez 

environ 40% des patients atteints de PR (Jiang et al., 2014). Comme pour les ACPA et le RF, 

les anti-CarP sont détectables des années avant l’apparition des signes cliniques de la PR et leur 

taux augmente avec la progression de la maladie (Shi et al., 2014; Gan et al., 2015). Ils 

permettent notamment de prédire la PR négative à l’ACPA et ils sont associés à une arthrite 

érosive (Ajeganova et al., 2017). Ils reconnaissent plusieurs auto-antigènes carbamylés comme 

le fibrinogène, la vimentine , l’énolase et le collagène (Turunen et al., 2015; Juarez et al., 2016; 

Reed et al., 2016) mais leur rôle dans l’induction de l’inflammation dans la PR n’est pas encore 

établi.   

D’autres auto-anticorps contre des protéines modifiées sont couramment observés dans 

cette pathologie. Par exemple, les auto-anticorps anti-région charnière, qui reconnaissent la 

partie variable des IgGs clivées par les protéases présentes dans l’environnement inflammatoire 

de patients atteints de PR (Mellbye and Natvig, 1971; Ryan et al., 2008), ou encore des auto-

anticorps contre les protéines acétylées, une modification post-traductionnelle qui consiste en 

l’ajout de groupements acétyles aux résidus lysine (Juarez et al., 2016).  

 Les auto-anticorps présents chez les patients atteints de PR, plus particulièrement les 

ACPA et le RF activent la cascade du complément dans la cavité synoviale. Puis, les 

composants du complément recrutent les cellules immunitaires dans l’articulation atteinte et 

amplifient la réponse immune, en agissant comme des chimioattractants. C’est notamment le 

cas pour la population la plus abondante dans l’articulation des patients atteints de PR, les 

neutrophiles (Jose et al., 1990). 

 

IV.2.2 Les neutrophiles et les NETs dans la PR  

 Les neutrophiles représentent jusqu’à 90% des leucocytes recrutés au niveau du liquide 

articulaire et le tissu synovial dans la PR (Norberg, Bjelle, and Eriksson, 1983). De plus, leur 
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apoptose est retardée par l’environnement oxydatif présent dans l’articulation, induisant leur 

persistance et toutes les conséquences inflammatoires qui en découlent (Cross et al., 2006).  

Le rôle des neutrophiles dans l’évolution de la PR est la conséquence de leur activation 

par les auto-anticorps présents lors de la première phase de cette pathologie (Robinson et al., 

1994). Ils déclenchent alors un profil pro-inflammatoire qui se traduit par l’expression des 

récepteurs aux chimiokines qui augmentent leur recrutement dans l’articulation (Talbot et al., 

2015), la sécrétion de ROS qui sont hautement cytotoxiques (Gorlino et al., 2018) et 

l’expression de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα ou le facteur de transcription 

NF-κB, régulateur majeur de la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires (Wright et al., 

2011). 

Les neutrophiles stimulent aussi d’autres cellules emblématiques de cette pathologie. 

En effet, ils expriment le CMH II (Cross et al., 2003). Nous pouvons alors supposer qu’ils 

présentent les auto-antigènes aux cellules immunitaires adaptatives afin de les activer. De plus, 

ils sécrètent directement le facteur d'activation des cellules B  (Assi et al., 2007) et le récepteur 

activateur du ligand du facteur nucléaire kappa b (nuclear factor kappa b ligand ;  NF-kappa B-

ligand ; RANKL), qui a pour fonction d’activer les ostéoclastes et de provoquer la perte osseuse 

dans la PR (Chakravarti et al., 2009; Yeo et al., 2011).  

En lien avec les dommages osseux, les complexes immuns formés déclenchent 

également la dégranulation des neutrophiles (Fossati et al., 2002) et libèrent des protéases, qui 

provoquent la destruction articulaire (Adkison et al., 2002). C’est le cas des élastases et des 

collagénases neutrophilaires qui coopèrent ensemble pour dégrader le cartilage dans la PR 

(Baici et al., 1982), ou encore de la MMP8 et la MMP9 qui sectionnent le collagène de la MEC 

(Van den Steen et al., 2000). La dégranulation augmente aussi l’inflammation dans la PR. En 

effet, les protéines granulaires comme les CG, les NE et les protéinases clivent et induisent des 

formes actives d’interleukines pro-inflammatoires IL-8 (Padrines et al., 1994). La MPO quant 

à elle diminue l’apoptose des neutrophiles. Parallèlement, elle augmente la perméabilité des 

vaisseaux sanguins et facilite le recrutement de nouveaux neutrophiles via des interactions 

électrostatiques au niveau des sites inflammatoires (Eiserich et al., 2002; Klinke et al., 2011).  

 Concernant leur rôle majeur dans la pathogenèse de la PR, les neutrophiles sont 

considérés comme pouvant induire des ACPA en produisant des auto-antigènes citrullinés. 

Deux mécanismes sont utilisés pour la production de protéines citrullinées. Le premier est une 
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citrullination exagérée de plusieurs protéines (hypercitrullination). L’hypercitrullination est 

induite après la mort des neutrophiles via la LTH (Romero et al., 2013). Le second mécanisme 

est par une citrullination modérée de peptides après formation de NETs, suivant le stimulus.   

 Les NETs jouent des fonctions clés dans la PR. D’abord, ils sont présents et persistants 

lors de cette pathologie. Ils sont détectés dans la circulation sanguine et dans le liquide synovial 

des patients atteints de PR. Ils infiltrent également les nodules rhumatoïdes et la peau 

(Khandpur et al., 2013). Leur sécrétion par les neutrophiles est spontanée et leurs taux est 

supérieur à celui des sujets sains ou à celui des patients atteints d’autres maladies 

inflammatoires comme l’arthrose (Khandpur et al., 2013; Pérez-Sánchez et al., 2017). De plus, 

les neutrophiles de patients atteints de PR stimulés avec le PMA ou le LPS produisent de façon 

plus importante les  NETs que les neutrophiles de sujets sains (Ribon et al., 2019). Il est à noter 

que l’activité de la DNAse I essentielle à la dégradation des NETs est très faible chez ces 

patients (Pérez-Sánchez et al., 2017). Toutes ces observations montrent le maintien des NETs 

dans la PR suggérant ainsi leur implication. En effet, le taux des NETs dans la PR est associé à 

celui des RF (Wang, Peng, and Ning, 2018), des ACPA et de marqueurs inflammatoires de la 

PR (Khandpur et al., 2013). Ils sont également corrélés aux paramètres cliniques de la 

pathologie, tels que l'activité de la maladie mais aussi au statut oxydatif et auto-immun (Pérez-

Sánchez et al., 2017). Enfin, les thérapies anti-TNFα et anti-IL-6R chez les patients atteints de 

PR diminuent la production de NETs et réduisent leur profil inflammatoire (Pérez-Sánchez et 

al., 2017).  

Pour expliquer l’induction et le maintien des NETs dans la PR, il est d’abord important 

de savoir que la production de NETs peut être induite par les facteurs à risque de la PR, 

notamment, le tabagisme et les infections parodontales. Concernant le tabac, il a été montré que 

la nicotine induit la sécrétion de NETs et ce de façon dépendante de PAD4 (Hosseinzadeh et 

al., 2016). Ces NETs pourraient ensuite être à l’origine de la production d’ACPA dans le 

poumon de patients PR. En effet, l’augmentation des niveaux de NETs dans les expectorations 

est corrélée à la réactivité des ACPA chez les patients atteints de PR (Demoruelle et al., 2018). 

Pour les infections parodontales, il a été montré que la bactérie P.gingivalis stimule la formation 

de NETs in vitro (Delbosc et al., 2011). De plus, la présence de cette bactérie est associée aux 

niveaux d’ACPA dans la PR (Mikuls et al., 2014), ce qui laisse supposer que les NETs induits 

par cette infection pourraient être également inducteurs d’ACPA dans la PR.  
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Les NETs sont également induits par les auto-anticorps de patients atteints d’arthrite. 

En effet, les neutrophiles produisent des NETs en présence de liquides synoviaux ou de sera de 

patients PR à haute teneur en ACPA ou en RF. Par ailleurs, en présence de liquides synoviaux 

et de sera de sujets sains ou de patients atteints d’autres pathologies telles que l’arthrose, les 

NETs sont peu ou pas induits (Khandpur et al., 2013; Gorlino et al., 2018). La même 

observation a été faite en présence des IgGs et des IgMs purifiés de liquides synoviaux ou de 

sera de patients arthritiques positifs en ACPA et/ou RF (Khandpur et al., 2013). En plus du 

contexte auto-immun, l’environnement inflammatoire de la PR favorise aussi la formation de 

NETs chez les patients arthritiques. C’est le cas des cytokines pro-inflammatoires 

emblématiques de cette pathologie, le TNFα et l’IL-17 (Khandpur et al., 2013).  

Une fois qu’ils sont induits par les différents médiateurs cités plus haut, les NETs 

contribuent au développement de la PR. Ils favoriseraient la réponse auto-immune en exposant 

des auto-antigènes citrullinés qui seraient ensuite inducteurs d’ACPA. Cette hypothèse est 

confirmée par de nombreux travaux, notamment ceux de Kaplan et son équipe (Khandpur et 

al., 2013; Carmona-Rivera et al., 2017). En effet, les NETs sont chargés de protéines citrullinées 

à leur surface, telles que les vimentines (Khandpur et al., 2013), les histones (Wang et al., 2009; 

Pratesi et al., 2014), la MPO, la NE et bien d’autres protéines (Carmona-Rivera et al., 2017). 

De façon intéressante, les ACPA de patients PR interagissent avec les NETs (Ribon et al., 2019) 

et reconnaissent les protéines citrullinées présentées (Pratesi et al., 2014; Corsiero et al., 2016; 

Carmona-Rivera et al., 2017). Pour expliquer ce phénomène, Carmona-Rivera et al décrivent 

un processus par lequel les FLS internalisent les NETs de façon dépendante de l’axe du RAGE 

(receptor for advanced glycation endproducts) et du TLR9 endosomal. Une fois dans le 

cytoplasme des FLS, les peptides arthritogènes des NETs sont chargés sur le CMH II des FLS 

et présentés aux lymphocytes T CD4+. Conduisant alors à la stimulation d’une réponse 

immunitaire adaptative, à la production d’ACPA et à la destruction articulaire (Carmona-Rivera 

et al., 2017).  

Les NETs externalisent aussi des antigènes carbamylés qui sont également source 

d’auto-anticorps dans la PR. Cette induction accentue la réponse immunitaire dans la PR et 

augmente la destruction osseuse (O’Neil et al., 2020). 

Pour résumer, la production de NETs est stimulée par les inducteurs de la PR. Une fois 

sécrétés par les neutrophiles, ils exposent des protéines modifiées inductrices d’auto-anticorps. 

Cependant, les NETs n’ont pas comme seul rôle l’induction d’auto-anticorps dans la PR, 
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puisqu’ils présentent plusieurs enzymes à leur surface qui ont un impact considérable dans les 

lésions articulaires de la PR. C’est le cas de la NE qui dégrade directement les composants du 

cartilage dans la synovie et libère la PAD2 dans le milieu extracellulaire. La PAD2 va à son 

tour citrulliner les fragments de cartilages dégradés, qui seront internalisés par les FLS et 

présentés aux lymphocytes T CD4+. Les lymphocytes T stimulent ensuite les lymphocytes B 

pour produire des auto-anticorps anti-cartilage et les macrophages pour sécréter des cytokines 

pro-inflammatoires et stimuler les neutrophiles. Les neutrophiles activés produisent des NETs 

à nouveau, formant ainsi une boucle de production de NETs qui est critique pour la dégradation 

du cartilage chez les patients arthritiques (Carmona-Rivera et al., 2020).  

Outre l’induction d’auto-anticorps et la stimulation de la destruction osseuse, les NETs 

augmentent la réponse pro-inflammatoire caractéristique de la PR. Ils favorisent la sécrétion 

des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8 et TNF),  l’expression de marqueurs d’activation 

et la diminution de la sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 sur les macrophages et 

les neutrophiles (Ribon et al., 2019). Ils activent également les fibroblastes synoviaux de 

patients arthritiques en induisant une sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoires, mais 

également de chimiokines et de molécules d’adhésion (Khandpur et al., 2013).  

Ainsi les NETs connectent l’immunité innée et l’immunité adaptative chez les patients 

PR et contribuent non seulement à la pathogenèse en induisant des ACPA mais également à la 

progression de la maladie en stimulant la dégradation osseuse et la réponse pro-inflammatoire.  

Pour finir, la production de NETs peut être utilisée comme outil supplémentaire de 

diagnostic ou un moyen d’évaluation de l’efficacité thérapeutique dans la PR. C’est ce que 

proposent Pérez-Sánchez et al et Wang et al. Pérez-Sánchez soutient cette idée car il montre 

non seulement que la production de NETs est associée à la majorité des marqueurs 

caractéristiques de la PR, mais aussi que la production de NETs est corrélée négativement avec 

l’efficacité des thérapies anti-TNFα et anti-récepteur de IL-6 (Pérez-Sánchez et al., 2017). 

L’équipe de Wang quant à elle explique que les taux sériques d'ADN-MPO discriminent les 

patients atteints de PR des sujets non atteints (Wang, Peng, and Ning, 2018). Dernièrement, De 

Bont et al ont montré que les auto-anticorps anti-NETs (anti-NETs antibody ; ANETA) 

pouvaient être considérés aussi, entre-autres, comme des bio-marqueurs dans la PR, puisque, 

les ANETA sont détectés dans les sera de patients atteints de PR et qu’ils sont corrélés aux taux 

de RF (de Bont et al., 2020b). Cependant ils ne sont pas spécifiques de la PR, puisqu’ils sont 

retrouvés dans le LES. 
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IV.2.3 Les macrophages dans la PR  

Les macrophages sont d’autres cellules immunitaires qui médient de nombreux 

processus pathologiques de la PR. En effet, les macrophages infiltrant le tissu synovial 

augmentent considérablement en nombre dans la PR. De plus, ils s’accompagnent d’un profil 

pro-inflammatoire de type M1-like (De Rycke et al., 2005). La polarisation en macrophages 

M1-like est induite par l’environnement arthritogène de cette maladie, notamment par les ACPA 

(Zhu et al., 2015). Ainsi, l’activation accrue des macrophage M1-like dans la PR déséquilibre 

la balance de l’action des macrophages M1-like/M2-like et conduit à l’activation des 

ostéoclastes et à la destruction articulaire (Fukui et al., 2017). D’autant plus que les effets anti-

inflammatoires observés par une activation alternative des macrophages sont largement réduits 

dans la PR, accentuant ainsi le contexte induit par l’activation des macrophages M1-like 

(Antoniv and Ivashkiv, 2006). Cette dernière étude montre en outre que les macrophages de 

patients PR ont une réponse altérée à l’IL-10 anti-inflammatoire. 

Des résultats similaires ont été obtenus avec des macrophages non-polarisés (M0). Dans 

la PR ces macrophages ont également un profil pro-inflammatoire, en particulier en réponse à 

des complexes immuns contenant des ACPA (Clavel et al., 2016). 

Les macrophages synoviaux sont d’abord de puissants sécréteurs de cytokines pro-

inflammatoires caractéristiques de la PR. Ils sont les principaux producteurs du TNFα, la 

cytokine emblématique de la PR (Husby and Williams, 1988; Chu et al., 1991). Ils produisent 

aussi de IL-1β (Wood et al., 1992). L’IL-1β augmente l’expression du récepteur RAGE et tout 

le contexte inflammatoire induit par la liaison des ligands de ce récepteur, qui sont présents de 

façon accrue dans la PR, comme les Produits terminaux de glycation (advanced glycation end 

products ; AGEs) (Sunahori et al., 2006). Ils produisent aussi à moindre mesure de l’IL-6 qui 

intervient notamment dans la résorption osseuse (Tamura et al., 1993). Le facteur macrophage 

migration-inhibitory factor (MIF) est induit aussi par les macrophages du tissu synovial de la 

PR. Il active entre-autres la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-6, IL-8 et TNFα et 

la métalloprotéinase MMP-2 (Pakozdi et al., 2006; Santos and Morand, 2006). Les MMPs sont 

responsables de la transformation et du remodelage de la MEC. Dans la PR les macrophages 

produisent des MMPs. Ils surexpriment aussi les facteurs PCGF C et D qui favorisent 

l’expression des MMPs, comme la collagénase (MMP-1) (Pohlers et al., 2006). 
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Les macrophages synoviaux sécrètent très peu de cytokine anti-inflammatoire IL-10 et 

diminuent en parallèle considérablement la réponse anti-inflammatoire induite par l’IL-10 

renforçant les fonctions activatrices de type M1-like (Antoniv and Ivashkiv, 2006). Ils 

produisent aussi de l’IL-12, de l’IL-15 et de l’IL-18, en sachant que ces cytokines pro-

inflammatoires peuvent aussi stimuler la production des chimiokines par les macrophages, 

comme le CCL2 (Yoo et al., 2005). En effet, les macrophages dans la PR produisent des niveaux 

élevés de chimiokines comme l’IL-8, le CCL2, le CCL3 et le CCL5 lesquels attirent les 

monocytes, les macrophages et les neutrophiles dans l’articulation enflammée, via leurs 

récepteurs CXCR1et2, CCR2, CCR1 et CCR5 respectivement (Koch et al., 1991, 1992; Koch, 

2005). Ils sécrètent aussi les chimioattractants CCL18 et CXCL16 qui en se liant à leur 

récepteur sur les lymphocytes T, les attirent sur le site de l’inflammation (Nanki et al., 2005; 

van Lieshout et al., 2006). Ils produisent également CXCL1 et CXCL8 (IL-8) qui non seulement 

sont chimiotactiques pour les neutrophiles mais stimulent aussi l’angiogenèse (Szekanecz and 

Koch, 2007). Toutes ces chimiokines augmentent l’influx de cellules immunitaires qui 

exacerbent l’inflammation. Dans le même temps, les macrophages augmentent leur propre 

rétention dans l’articulation en exprimant des récepteurs aux chimiokines, comme le CCR1, le 

CCR2 et le CCR5 qui vont se lier aux chimiokines sécrétées par les macrophages eux-mêmes 

(Katschke et al., 2001). L’importance de ces chimiokines est telle dans la physiopathologie de 

la PR que le blocage des récepteurs aux chimiokines CCR1 dans un essai clinique améliore 

fortement les symptômes de la PR (Haringman et al., 2003). 

Les récepteurs aux chimiokines exprimés par les macrophages synoviaux servent 

également de récepteurs à de nombreuses chimiokines qui ont un rôle pro-angiogénique comme 

la chimiokine CCL5 (Koch, 2005). L’angiogenèse promeut une inflammation chronique dans 

la PR, notamment en activant davantage les monocytes et les macrophages (Murakami et al., 

2006). L’environnement hypoxique accentue l’angiogenèse via la stimulation de la production 

du VEGF par les macrophages. Tout en sachant que les macrophages se nichent généralement 

dans l’environnement hypoxique comme le tissu synovial. Ils entretiennent également cet 

environnement afin de se maintenir dans le tissu. Ils produisent le facteur induit par l’hypoxie 

( Hypoxia-Inducible Factor-1α ; HIF-1alpha) (Hollander et al., 2001) et de nombreux ROS et 

RNS (Murdoch, Muthana, and Lewis, 2005; Szekanecz, Gáspár, and Koch, 2005). 

En plus de la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires et chimioattractants, les 

macrophages activent directement d’autres cellules immunitaires par le biais de contacts 

cellulaires. En effet, les macrophages sont des CPA professionnelles. Ils surexpriment HLA-
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DR dans la PR (Janossy et al., 1981). Ils présentent ainsi les peptides arthritogènes aux 

lymphocytes T, conduisant, à l’activation des lymphocytes B qui produisent à leur tour des auto-

anticorps, entretenant ainsi une boucle qui mène à l’inflammation et l’auto-immunité. 

Comme décrit précédemment, les facteurs de croissance M-CSF et GM-CSF ont un rôle 

primordial dans la maturation des cellules myéloïdes. Les macrophages des tissus synoviaux 

produisent constitutivement le GM-CSF pendant que le M-CSF est produit par les monocytes. 

Cette fonction permet notamment le développement de nouvelles cellules immunitaires 

myéloïdes dans la PR.  

Les macrophages contribuent aussi à la perte de l’intégrité de l’articulation. En effet, 

une nouvelle fonction des macrophages découverte récemment est altérée dans des modèles 

murins d’arthrites. Il s’agit de la formation de structures de « type-épithéliale » qui forment une 

barrière à la surface du cartilage et le protège du milieu extérieur (Culemann et al., 2019). Dans 

cette étude Culemann et al. ont identifié des sous-types de macrophages avec une composition 

et une origine différente dans le tissu synovial. Ils ont mis en évidence notamment un sous-type 

de macrophages positifs au CX3CR1 qui résident dans les tissus et qui se renouvellent à partir 

de cellules négatives au CX3CR1. Ces cellules présentent de nombreux marqueurs de cellules 

épithéliales et forment une barrière immunologique interne au niveau de la membrane synoviale 

et isolent physiquement l'articulation.  

Enfin, les macrophages peuvent promouvoir la destruction articulaire directement dans 

la PR, puisqu’ils sont capables de se différencier en ostéoclastes matures responsables de la 

résorption osseuse (Adamopoulos et al., 2006). Ils produisent également des cytokines (TNFα 

et IL-1) qui activent la production de RANKL, qui est essentiel pour la différenciation 

ostéoclastique (Takayanagi et al., 2000).  
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Figure 15. Neutrophiles et macrophages dans la PR. 

Les macrophages présentent plusieurs rôles pro-inflammatoires. Ils induisent la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires qui activent les lymphocytes B et T. Ils produisent des chimiokines qui recrutent 

d’autres cellules immunitaires et ils stimulent leur propre différenciation en ostéoclastes responsables 

de la dégradation de l’os. Les neutrophiles également ont un impact majeur dans l’induction de 

l’inflammation dans la PR. Ils produisent notamment des NETs, qui seraient une source d’auto-

antigènes et cibles des ACPA. Les NETs activent également les neutrophiles et les macrophages.  
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IV.2.4 Impact des autres cellules dans la PR  

 En plus des macrophages et des neutrophiles qui ont fait l’objet de ma thèse, la PR étant 

une pathologie hautement inflammatoire, d’autres cellules immunitaires et non-immunitaires 

envahissent l’articulation des patients et contribuent à l’inflammation et à la destruction 

articulaire. 

 Les monocytes ont un impact dans l’inflammation de la PR (Ammari et al., 2018). Leur 

fréquence est très élevée. Ils sont recrutés dans le tissu synovial et se différencient en 

macrophages pro-inflammatoires (Misharin et al., 2014). Les monocytes, notamment de 

phénotype intermédiaire, expriment de façon importante des cytokines pro-inflammatoires 

(TNFα, IL-6, IL-1), des molécules du CMH II et des marqueurs d’activation, comme le CD80. 

Ces médiateurs induisent l’expansion et l’activation des lymphocytes Th1 et Th17 auto-réactifs 

et pro-inflammatoires caractéristiques de la PR (Stuhlmüller et al., 2000; Rossol et al., 2012; 

Yoon et al., 2014).  

Les DCs activent également les lymphocytes T. Elles sont les CPAs professionnelles les 

plus efficaces pour le priming. Chez les patients PR, elles s’accumulent au niveau de la cavité 

articulaire et expriment des niveaux très élevés de CMH II (Zvaifler et al., 1985). Elles activent 

les lymphocytes T auto-réactifs et augmentent le taux de TNFα dans l’articulation. Ceci 

accentue la pathogenèse de la PR (Leung et al., 2002).  

Les lymphocytes Th1 et Th17 contribuent aussi à la PR. Ils infiltrent de façon accrue 

l’articulation enflammée de patients atteints de PR (Koch et al., 1990; Liu et al., 2015). Ils 

présentent une faible capacité de prolifération et expriment de nombreuses cytokines pro-

inflammatoires et de nombreux marqueurs d’activation (Emery, Panayi, and Nouri, 1984; 

Morita et al., 1998). En effet, les Th1 produisent principalement de l’IFN-γ qui stimule les 

cellules myéloïdes et les Th17 produisent la cytokine IL-17, qui active entre-autres 

l’ostéoclastogenèse. Les lymphocytes T autoréactifs stimulent aussi la différenciation des 

lymphocytes B  autoréactifs (Thomas et al., 1992). De plus, de manière dépendante de contact 

cellulaire, les lymphocytes T synoviaux activent la production de chimiokines et de cytokines 

pro-inflammatoires par les monocytes et les macrophages via la voie PI3K (Brennan et al., 

2002; Beech et al., 2006). Ces médiateurs pro-inflammatoires inactivent les Tregs responsables 

du contrôle de l’inflammation (Herrath et al., 2011). De plus, le blocage de l’activité de ces 

médiateurs, comme le TNFα restaure la fonction tolérogène des Tregs (Nadkarni, Mauri, and 
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Ehrenstein, 2007). Cependant, il existe des rôles bénéfiques du TNFα sur les Tregs, dans la PR, 

notamment via son interaction à son récepteurs TNFR2 (Santinon et al., 2020).  

 L’exacerbation de l’inflammation dans la PR conduit au dérèglement des cellules non-

immunitaires de l’articulation et l’induction de la destruction articulaire. C’est le cas des FLS, 

qui sont des cellules de soutien qui entourent le cartilage et forment la membrane synoviale 

dans une articulation normale. Dans la PR, ils sont à l’origine de l’hyperplasie synoviale 

observée sur les articulations. Les FLS sont activés entre-autres par les sécrétions des 

macrophages comme l’IL-6. Ensuite, ils prolifèrent et exacerbent l’inflammation à leur tour 

dans la PR (Mihara et al., 1995). Les FLS peuvent agir comme des CPA et présenter les peptides 

arthritogènes aux lymphocytes T (Tran et al., 2007). Ils exposent par exemple des peptides 

citrullinés présents sur les NETs aux lymphocytes T (Carmona-Rivera et al., 2020). Mais, Ils 

sont surtout associés aux dommages du cartilage et de l’os dans la PR (Lee et al., 2007). En 

effet, les FLS produisent des protéases, telles que les MMP et dégradent directement les 

composants de la matrice extra-cellulaire du cartilage. Les chondrocytes sont aussi des cellules 

qui composent le cartilage avec la MEC. Dans la PR, les cytokines pro-inflammatoires 

présentes dans le microenvironnement de patients stimulent leur apoptose et empêchent leur 

différenciation (Kondo et al., 2013; Yang, Lu, and Guo, 2016). Cela aboutit à la dégradation du 

cartilage. Les FLSs sécrètent aussi du RANKL (Takayanagi et al., 2000) et produisent du M-

CSF (Hamilton, Filonzi, and Ianches, 1993) dans la PR. Le RANKL et le M-CSF stimulent la 

différenciation des ostéoclastes. Les ostéoclastes sont les cellules responsables de la 

dégradation de l’os, en opposition aux ostéoblastes qui reconstituent l’os. Dans une articulation 

normale, il y a un équilibre entre la résorption et la régénération osseuse réalisé par ces deux 

types cellulaires. Chez les patients PR, l’équilibre est en faveur de la résorption osseuse. En 

effet, l’inflammation induite lors de la PR conduit les FLS à sécréter de grandes quantités de 

RANKL responsable de la différenciation ostéoclastique (Takayanagi et al., 2000). En plus, les 

ostéoclastes peuvent se différencier à partir des macrophages de liquides synoviaux de patients 

atteints de PR (Adamopoulos et al., 2006), conduisant à une activation chronique des 

ostéoclastes et à une érosion osseuse sévère. 

 

IV.2.5 Cytokines emblématiques de la PR 

Les réponses immunitaires de la PR sont principalement orchestrées par les cytokines. 

Le TNFα est la principale cytokine de la PR. Il est sécrété de façon accrue dans la PR (Chu et 



115 

 

al., 1991). Le TNFα est hautement pro-inflammatoire et il est associé à la destruction des 

articulations dans la PR (Saklatvala, 1986). Il agit en synergie avec le RANKL pour induire 

l’ostéoclastogenèse (Lam et al., 2000). De plus, dans les modèles murins de PR, l’inhibition du 

TNFα a induit une amélioration importante des scores d’arthrite (Williams, Feldmann, and 

Maini, 1992). C’est aussi le principal inducteur d’IL-1 (Brennan et al., 1989). L’Il-1 est la 

deuxième cytokine impliquée dans l’inflammation articulaire de la PR. Puisque, son expression 

est corrélée aux paramètres cliniques et inflammatoires de la PR et l’expression de son récepteur 

antagoniste (IL-1 Ra) est altérée dans cette pathologie (Eastgate et al., 1988; Chikanza et al., 

1995). De plus, le transfert du gène IL-1 humain dans les articulations du genou des lapins a 

entrainé une forme sévère d’arthrite, analogue à la polyarthrite rhumatoïde chronique chez 

l'homme (Ghivizzani et al., 1997). L’IL-1 et le TNFα stimulent la production de nombreuses 

cytokines, dont l’IL-6 (Guerne et al., 1989). L’IL-6 est une cytokine présente à de fortes 

concentrations dans la PR (Houssiau et al., 1988). C’est un médiateur de plusieurs réponses 

inflammatoires dans la PR. Elle stimule la production d’anticorps par les plasmocytes (Guerne 

et al., 1989). Elle stimule la différenciation des ostéoclastes (Tamura et al., 1993; Kotake et al., 

1996) et la prolifération des fibroblastes synoviaux (Mihara et al., 1995). De plus, dans des 

modèles murins, l’IL-6 semble primordial pour le développement des arthrites (Alonzi et al., 

1998).  

D’autres cytokines soutiennent la réponse inflammatoire dans la PR. Elles agissent 

seules ou en synergie avec d’autres cytokines. L’IL-23 exacerbe l’inflammation dans la PR. 

Elle stimule notamment les lymphocytes Th17 à produire de l’IL-17 (Murphy et al., 2003). 

L’IL-17 est produite en grande quantité dans cette maladie. Elle accentue l’inflammation 

notamment en stimulant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et en diminuant les taux 

de cytokines anti-inflammatoires (Chabaud et al., 1999, 2001). Elle est aussi associée à 

l’érosion osseuse, puisque sa surexpression dans un modèle murin d’arthrite induit une 

destruction articulaire excessive et son inhibition conduit à l’amélioration des scores d’arthrite 

(Lubberts et al., 2001). L’IL-15 et IL-12 sont d’autres cytokines pléiotropies qui activent entre 

autres les lymphocytes T dans la PR (McInnes et al., 1996; Gracie et al., 1999). L’importance 

des cytokines dans l’induction ou le renforcement de la PR est telle que plusieurs thérapies anti-

cytokines sont utilisées actuellement. L’élaboration de ces différentes thérapies a été possible 

grâce notamment à des études dans des modèles expérimentaux qui récapitulent une partie de 

la PR. Plusieurs modèles sont utilisés. Chacun a ses avantages et ses inconvénients. Le choix 

du modèle se fait selon le but de l’étude à mener. 
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IV.3 Les modèles expérimentaux de la PR 

 De nombreux modèles animaux ont été élaborés pour étudier la PR. Celui qui mime le 

plus la pathologie humaine est l’arthrite expérimentale au collagène (AEC). Il est induit par une 

immunisation intradermique des souris (généralement la souche DBA/1) avec le collagène de 

type II (CII) émulsifié dans l’adjuvant complet de Freund (CFA). Le CII est une protéine 

exprimée dans le cartilage et le CFA sert à renforcer l’action contre le CII. Un rappel avec du 

CII dans de l’adjuvant incomplet de Freund (IFA) est nécessaire pour induire des arthrites 

(Courtenay et al., 1980). Ainsi, à partir du 21ème jour après immunisation, les signes cliniques 

d’arthrites apparaissent. Ils présentent un gonflement et une déformation progressive des 

articulations des membres antérieurs et postérieurs des souris. L’AEC est caractérisée par une 

inflammation articulaire similaire à celle observée dans la PR, avec une infiltration de la 

membrane synoviale par les lymphocytes ainsi que des macrophages et neutrophiles et une 

destruction du cartilage et de l’os. De plus, lors de ce modèle, la production d’auto-anticorps 

anti-CII est observée, mimant ainsi l’aspect auto-immun de la PR. Ce qui est intéressant aussi 

dans ce modèle est qu’il est sensible à l’expression de certaines molécules du CMH II comme 

pour la PR, en conséquence, certaines souches de souris sont plus répondantes que d’autres 

(Rosloniec et al., 1998). L’AEC ne présente pas beaucoup d’inconvenants, excepter le fait que 

les signes extra-articulaires ne sont pas tous observables. 

Un autre modèle récapitule les signes d’une poussée arthritique est l’arthrite induite par 

des anticorps anti-collagène (Collagen Antibody-Induced Arthritis ; CAIA). Il s’agit d’un 

modèle d’arthrite induit par injection d'anticorps arthritogènes contre le CII, suivie d'une 

injection du LPS au 3ème  jour, à des souris WT (Nandakumar et al., 2003). Les anticorps injectés 

activent les macrophages et les neutrophiles, qui infiltrent la synovie, induisant un gonflement 

des membres antérieurs et postérieurs des souris. Ce modèle est très avantageux, puisque la 

quasi-totalité des souris développent des arthrites, quel que soit leur fond génétique. 

Néanmoins, il ne permet pas de disposer de tous les aspects de la PR. En effet, la CAIA n’est 

pas sensible aux molécules de CMH II mais surtout il n’y a pas de réponse des lymphocytes T 

et des lymphocytes B, des cellules qui jouent un rôle-clé dans la PR. De plus, la CAIA ne 

reproduit pas une maladie chronique, puisque l’inflammation se résorbe spontanément après 

quelques jours.  

 Les souris transgéniques exprimant à la fois un transgène du récepteur des lymphocytes 

(KRN) et d’une molécule du CMH II Ag7 représentent le modèle expérimental d’arthrite 



117 

 

K/BxN. C’est un modèle spontané généré à partir d’un croisement des souris C57BL/6 

possédant un TCR transgénique qui reconnaît la ribonucléase bovine présentée par l’haplotype 

I-Ak du CMH II avec des souris Non-Obese-Diabetic (NOD) ayant l’haplotype I-Ag7 du CMH 

II. Ce modèle induit une auto-réactivité systémique (Kouskoff et al., 1996). Les souris K/BxN 

développent une arthrite inflammatoire sévère un mois à peine après la naissance. Elles se 

caractérisent par une infiltration de cellules inflammatoires dans le tissu synovial et une 

destruction du cartilage et de l’os. Les souris K/BxN produisent aussi les lymphocytes T auto-

réactives et des auto-anticorps reconnaissant la glucose-6-phosphate isomérase (GPI). L’aspect 

intéressant de ce modèle est que les sérums de souris K/BxN peuvent être transférés à des souris 

WT et induire des arthrites transitoires. Ce modèle de transfert de sérum permet de mettre en 

évidence les mécanismes par lesquels les auto-anticorps induisent une inflammation spécifique 

des articulations dans la PR (Korganow et al., 1999).  

 Il existe également un modèle murin spontané d’arthrite, c’est la souche de souris SKG. 

Ce sont des souris porteuses de mutation de la kinase ZAP-70, Cette mutation affecte la 

sélection des cellules T, ce qui permet la fuite des cellules T autoréactives du thymus (Guerard 

et al., 2016). Les souris SKG présentent à l’âge de deux mois des arthrites. Elles se caractérisent 

par un gonflement articulaire, une infiltration des cellules immunitaires innées et adaptatives 

dans le tissu synovial ainsi qu’une présence de facteurs rhumatoïde et d’auto-anticorps contre 

le CII. Elle conduit aussi à une érosion osseuse et une destruction articulaire sévère.   

Un autre modèle intéressant puisqu’il met en jeu la cytokine inflammatoire la plus 

importante dans la PR est le modèle de souris transgénique pour le TNF-α (Keffer et al., 1991). 

Dans ce modèle expérimental le transgène du TNF-α est modifié de sorte à être surexprimé. 

Ainsi un mois après la naissance, toutes les souris présentent une arthrite sévère, progressive et 

qui atteint toutes les articulations. Les souris transgéniques TNFα présentent une infiltration 

accrue des cellules immunitaires dans la membrane synoviale ainsi qu’une destruction 

articulaire. Néanmoins, dans ce modèle il n’y a pas d’augmentation d’auto-anticorps. 

Un dernier modèle mis au point plus récemment est le modèle d’arthrite 

d'hypersensibilité de type retardé (Delayed-Type Hypersensitivity Arthritis ; DTHA). Le 

protocole consiste à immuniser des souris avec de la sérumalbumine bovine méthylée 

(methylated Bovine Serum Albumin ; mBSA) émulsionnée dans du CFA. Quatre jours après, 

afin de cibler les articulations, une solution d’anticorps monoclonaux anti CII est injectée par 

voie intraveineuse. Enfin, le septième jour, une solution de mBSA est injectée dans une 
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l’articulation du genou. Les arthrites apparaissent très rapidement après la 2ème injection, 

quasiment 24h après (Tanaka et al., 2007; Santinon et al., 2020). Les arthrites ne durent 

qu’environ une semaine, néanmoins, ce modèle reproduit beaucoup d’aspects de la PR. En effet, 

il présente une hyperplasie synoviale, une infiltration de cellules immunitaires dans le tissu 

synovial et la destruction articulaire. Une particularité de ce modèle est que seule l’articulation 

injectée présente des signes cliniques et physiopathologiques. Ce qui nous permet de comparer 

directement sur l’articulation controlatérale de la même souris, différents paramètres. 

L’arthrite à protéoglycanes (PGIA) est un modèle d’arthrite induit par immunisation 

intra péritonéale de souris ou de rats avec du protéoglycane isolé du cartilage humain émulsifié 

dans du CFA ou du bromure de diméthyldioctadécylammonium (DDA). Elle est induite 

notamment sur les souches murines BALB/c et C3H. Les souris développent des arthrites au 

bout du 21ème jours, avec une réponse auto-immune et inflammatoire caractérisée par 

l’activation des lymphocytes T et B et la production d’auto-anticorps. 

Il existe également des modèles d’arthrites de souris et de rats produits par une injection 

intra-articulaire, dans le genou, de fragments de streptocoques. C’est l’arthrite induite par la 

paroi cellulaire streptococcique (SCW).  Ce modèle est utilisé plus rarement. Il est induit sur 

les souches BALB/c, DBA/1 et C3H. Son avantage est qu’il est rapide, avec des signes cliniques 

24h après l’injection. De plus, on observe une inflammation, des auto-anticorps contre le 

fragment injecté et une destruction articulaire. Son inconvénient est qu’il induit une arthrite 

aigue qui ne mime pas la chronicité de la PR, néanmoins des poussées peuvent être obtenues 

par une injection intraveineuse subséquente ou des injections intra-articulaires multiples par le 

même fragment. 

Ainsi grâce à ces différents modèles de PR, la physiopathologie et les manifestations 

cliniques de la maladie sont mieux comprises et plusieurs thérapies ont pu être élaborées. 
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IV.4 Diagnostic et thérapies de la PR 

 

IV.4.1 Les PR ACPA-positives et ACPA-négatives 

 Avant d’introduire les manifestations cliniques de la PR, il est important de rappeler que 

deux types de PR subsistent. La PR séropositive caractérisée par la présence d’ACPA et la PR 

séronégative dépourvue d’ACPA. Dans plusieurs études le phénotype séronégatif est classé 

comme une maladie distincte de la PR. En effet, les deux PR se différencient par leurs facteurs 

de risques génétiques (Padyukov et al., 2011), puisque les allèles HLA-DR1, HLA-DR4 et 

HLA-DR10 sont associés à la susceptibilité de la PR positive à l’ACPA tandis que l’allèle HLA-

DR3 sont associés à la PR négative à l’ACPA (Stastny, 1978; Verpoort et al., 2005). Les PR 

ACPA-positives et -négatives diffèrent aussi sur le plan histologique. On observe que les PR 

ACPA-positives sont associées à une infiltration lymphocytaire plus accrue dans la synovie et 

à une érosion osseuse plus sévère que les PR ACPA-négatives (van Oosterhout et al., 2008). 

De plus, les PR ACPA-positives sécrètent plus de cytokines IL-1 et IL-17 que les PR ACPA-

négatives (Gómez-Puerta et al., 2013). Pour les manifestations cliniques, le nombre et la 

distribution des articulations atteintes sont similaires. Néanmoins, les patients présentant des 

anticorps anti-CCP avaient davantage d'articulations gonflées et une destruction articulaire plus 

sévère (van der Helm-van Mil et al., 2005). En dépit de ces différences, les mêmes critères 

cliniques sont utilisés pour le diagnostic de la PR et les mêmes traitements sont administrés 

indépendamment de leur statut sérologique. 

Le diagnostic de la PR se fait à la suite de l’analyse des signes cliniques, biologiques et 

ainsi que des examens d’imagerie.  

 

IV.4.2 Les manifestations cliniques  

Dans la majorité des cas, les signes cliniques de la PR se résument par la manifestation 

d’une polyarthrite (gonflement et douleur d’au moins trois articulations) qui touche les 

extrémités bilatérale et symétrique, évoluant depuis plus de 6 semaines. Les douleurs 

articulaires sont d’horaire inflammatoire, avec un réveil en deuxième partie de nuit et une 

raideur matinale supérieure à 30 minutes. La PR touche essentiellement les poignets, les 
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articulations métacarpophalangiennes (MCP) et les articulations interphalangiennes proximales 

(IPP) mais peut aussi porter atteinte à d’autres articulations. Les gonflements articulaires 

peuvent être responsables d’une limitation des articulations et en l’absence de prise en charge 

thérapeutique efficace, des déformations irréversibles peuvent apparaitre et ainsi être la source 

d’un handicap important.  

 Par ailleurs, la PR peut se manifester par des signes extra-articulaires, comme 

l’apparition de nodules rhumatoïdes, de vascularites, du syndrome de gougerot-sjögren 

secondaire ou de la scléromalacie perforante traduisant le caractère systémique de la maladie. 

Ces manifestations extra-articulaires sont inconstantes mais constituent un facteur pronostic de 

sévérité de la maladie. La PR peut également être associée à certaines comorbidités qui sont 

responsables d’une augmentation de la mortalité (Farragher et al., 2008). Ils s’agit notamment 

de maladies cardiovasculaires, comme l’hypertension artérielle (Panoulas et al., 2007), 

l’athérosclérose (Aubry et al., 2007) ou les cardiopathies ischémiques (López-Longo et al., 

2009), mais aussi les pathologies non cardiaques, comme le diabète (Lillegraven et al., 2019) 

et le lymphome (Baecklund et al., 2006). Ainsi, l’identification de la PR le plus précocement 

possible afin de la traiter est fondamentale pour prévenir les manifestations articulaires, extra 

articulaires et comorbidités associées à cette maladie.  

Des critères de classification de la PR ont été établis en 2010 par le collège américain 

de rhumatologie (American college of rheumatology ; ACR) et la ligue européenne contre le 

rhumatisme (European leaugue Against Rheumatism ; EULAR) (Aletaha et al., 2010). Ils 

permettent d’aider le clinicien pour le diagnostic précoce de la maladie. Ils exigent par exemple 

qu’au moins une (petite) articulation gonflée, avec un score minimal de 6 sur un score de 10 

peut être considérée comme critère d'entrée en PR en l'absence d'autres maladies expliquant les 

mêmes symptômes. Ils impliquent l’évaluation du nombre et du type des articulations gonflées, 

la durée des symptômes, les marqueurs sérologiques ACPA et RF, les analyses biologiques 

CRP et VS. Il peut aussi y avoir recours une estimation par imagerie de l'étendue de l’érosion 

articulaire. Le suivi de la maladie s’effectue grâce à des scores d’activité, dont le plus reconnu 

est le DAS28. Il se base sur des calculs complexes de l’activité de 28 articulations (2 épaules, 

2 coudes, 2 poignets, 10 métacarpophalangiennes, 10 interphalangiennes proximales des doigts 

et 2 genoux). Le praticien évalue le nombre et l’état des articulations touchées. Le patient quant 

à lui évalue son état de santé global sur une échelle de 10. Ces paramètres subjectifs sont 

accompagnés d’analyses biologiques VS et/ou CRP. Ils définissent alors un indice d’activation. 

Plus l’indice est élevé plus la maladie est sévère. Avec une activité importante de la maladie 
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pour un indice supérieur à 5,1 et une rémission avec un indice inférieur ou égal à 2.6 (Prevoo 

et al., 1995). D’autres scores d’activité peuvent être utilisés, l'indice d'activité simplifié de la 

maladie (Simplified Disease Activity Index ; SDAI) comparable au DAS28 mais il prend en 

compte une évaluation directe du patient (Smolen et al., 2003) et l'indice d'activité clinique de 

la maladie (Clinical Disease Activity Index ; CDAI) qui est plus rapide et se base uniquement 

sur des observations cliniques sans analyses biologiques. Elle facilite notamment la prise de 

décision immédiate (Aletaha et al., 2005). Les critères décrits ci-dessous servent également à 

évaluer la réponse aux traitements (Smolen, Aletaha, and McInnes, 2016). 

 

IV.4.3 Stratégies de traitement de fond dans la PR 

Les stratégies thérapeutiques utilisées lors de la PR visent à mettre le patient en 

rémission complète en ciblant l’inflammation. Il est recommandé d’instaurer le plus 

précocement possible un traitement de fond, dès que le diagnostic de PR est posé. En première 

intention et en l’absence de contre-indication, le méthotrexate (MTX) est administré. C’est un 

antirhumatismal modificateur de la maladie (conventional Disease-Modifying Anti-Rheumatic 

Drugs ; cDMARD) conventionnel. Il s’agit d’une aminoptérine, une molécule synthétique 

antagoniste de l’acide folique. Le MTX inhibe le cycle cellulaire et empêche les cellules 

inflammatoires de progresser. Il induit ainsi une diminution de l’inflammation et une baisse de 

la majorité des symptômes liés à la PR (Weinblatt et al., 1985). Il est souvent combiné avec de 

faibles doses de glucocorticoïdes (Smolen et al., 2014). Les glucocorticoïdes potentialisent 

l’effet anti-inflammatoire des DMARD (Wassenberg et al., 2005). Néanmoins, étant des 

immunosuppresseurs associés à de nombreux effets indésirables, ils sont progressivement 

réduits, puis arrêtés après 6 mois de traitement (Smolen et al., 2014).  

En cas de contre-indication au MTX, d’autres DMARDs conventionnels comme le 

léflunomide peuvent être utilisés. Ils ont une efficacité quasi-similaire aux MTX. Le suivi du 

patient est alors fréquent et rapproché (tous les 1 à 3 mois) où l’activité de la maladie est 

mesurée (notamment par le DAS28). En l’absence d’amélioration significative, une 

optimisation du traitement doit être faite (augmentation de doses par exemple) voire initier un 

traitement de fond de deuxième ligne.  

Les DMARD biologiques ciblés représentent les thérapies utilisées en deuxième 

intention. Ils sont souvent associés au DMARD conventionnels, comme le méthotrexate 
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(Smolen et al., 2015), sauf en cas d’intolérance à tous les DMARD classiques. En effet, les 

DMARD biologiques ont une moindre d’efficacité que les DMARD conventionnels lorsqu’ils 

sont administrés en monothérapie (Klareskog et al., 2004; Burmester et al., 2007). Les DMARD 

biologiques ciblent des facteurs spécifiques jouant un rôle clé dans l’induction de 

l’inflammation dans la PR. Il en existe plusieurs types avec une efficacité quasiment similaire. 

Ils ne sont pas utilisés en combinaison pour éviter les effets indésirables, notamment une 

immunodéficience. La règle est: dès lors qu’une thérapie par un type de DMARD biologique 

échoue, un autre type est administré et habituellement en association avec le méthotrexate 

(Smolen et al., 2014; Manders et al., 2015).   

Parmi les thérapies ciblées dans la PR, les inhibiteurs du TNFα occupent une place très 

importante. Ils empêchent la liaison avec son récepteur et l’induction de l’inflammation 

associée. Cinq inhibiteurs sont utilisés. L’etanercept est une protéine recombinante constituée 

du récepteur du TNFα soluble «TNFR2» fusionné avec un fragment Fc d’IgG1 humain. Son 

utilisation est généralement bien tolérée et diminue considérablement les signes cliniques de la 

maladie (Weinblatt et al., 1999). L’infliximab est quant à lui un anticorps monoclonal 

chimérique (humain-souris) anti-TNFα (Maini et al., 1999). Son administration diminue 

notamment l’érosion articulaire (Lipsky et al., 2000). L’adalimumab et le golimumab sont aussi 

des anticorps monoclonaux contre le TNFα utilisés dans le traitement de la PR. Enfin, le dernier 

anti-TNFα mis sur le marché dans la PR est le certolizumab. C’est un fragment d’anticorps 

monoclonal, constitué uniquement du fragment variable de l’anticorps, stabilisé par du 

polyéthylène glycol. 

L’IL-6 et l’IL-1 sont des cytokines qui, après le TNFα, jouent un rôle très important 

dans la PR. De ce fait, des thérapies dirigées contre les voies impliquant ces interleukines ont 

été mises en place. Deux immunothérapies qui ciblent le récepteur de l’IL-6, le tocilizumab et 

le sarilumab, ont été mises sur le marché. Ce sont des anticorps monoclonaux humanisés. De 

nombreux autres DMARD biologiques ciblant l’IL-6 et le récepteur de l’IL-6 sont en phase 

d’essai clinique dans la PR. Une autre thérapie ciblant l’IL-1 cette fois, l’anakinra, a été 

développée dans la PR. C’est un antagoniste recombinant humain du récepteur de l’IL-

1(Mertens and Singh, 2009). Néanmoins, il est très rarement utilisé en raison de son efficacité 

moindre dans la PR. 

Enfin, d’autres DMARD biologiques ne ciblent pas des cytokines mais les cellules 

immunitaires qui provoquent une inflammation dans la PR. C’est le cas du rituximab. C’est un 
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anticorps monoclonal chimérique qui cible le CD20 présent sur les lymphocytes B, induisant 

leur lyse. Il présente une bonne efficacité sur l’activité de la maladie (Edwards et al., 2004). Il 

est conseillé de l’administrer en cas d’échec de toutes les autres thérapies biologiques (Smolen 

et al., 2014). Les lymphocytes T ayant un rôle majeur dans la PR sont également ciblés. Le 

CTLA4 est une protéine présente sur les lymphocytes T régulateurs. Elle se lie aux molécules 

de co-stimulation CD80/CD86 présentes sur les CPA et empêche leur maturation, ce qui 

indirectement empêche l’activation T. L’abatacept est une protéine de fusion comprenant du 

CTLA-4 et de la partie Fc des IgGs. Il est utilisé dans la PR pour permettre l’inhibition de 

l’activité des lymphocytes. Il induit notamment une baisse de la majorité des cytokines pro-

inflammatoires et la diminution de la destruction articulaire (Buch et al., 2009; Patakas et al., 

2016). Les DMARD biologiques associés au méthotrexate présentent environ 30 à 40% 

d’efficacité sur l’activité de la PR.  

Enfin, des DMARD synthétiques ciblés sont utilisés. Deux d’entre eux sont déjà sur le 

marché. Le premier est le tofacitinib. C’est le plus utilisé dans la PR (Burmester et al., 2013). 

C’est un inhibiteur des protéines kinases JAK1, 2 et 3, une voie de signalisation utilisée par 

plusieurs cytokines pour induire l’inflammation. Il est administré en combinaison avec le 

méthotrexate et son efficacité est similaire à celle des DMARDs biologiques (van der Heijde et 

al., 2013). Le second est le baricitinib, un inhibiteur des kinases JAK 1 et 2 (Genovese et al., 

2016).  

Une fois que le patient entre en rémission persistante sur une période d’au moins six 

mois, le traitement est réduit progressivement afin d’éviter une nouvelle poussée de l’activité 

de la maladie.  
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Malgré toutes les avancées thérapeutiques mises en place ces dernières années, seuls 

30% des patients entrent en rémission prolongée. Ainsi, une compréhension plus approfondie 

de l’environnement inflammatoire et auto-immun de la PR est primordiale pour la découverte 

de nouvelles cibles thérapeutiques. Durant ma thèse, je me suis particulièrement intéressée au 

rôle des NETs et des macrophages dans la PR.  

Les NETs sont produits de façon accrue dans cette maladie et leur composition est 

potentiellement modifiée. De plus, ils sont corrélés aux paramètres cliniques et inflammatoires 

de la PR (Khandpur et al., 2013; Pérez-Sánchez et al., 2017). Ils ont plusieurs modes d’action. 

Celui que nous avons examiné est leur capacité à activer les cellules myéloïdes, principalement 

les macrophages. Nous avons alors émis l’hypothèse que les NETs activent les macrophages et 

exacerberaient l’inflammation induite par ces cellules lors de la PR. Cette hypothèse est 

confortée par le fait que les NETs sont composés d’ADN décondensé et de protéines granulaires 

et que des récepteurs à l’ADN (TLR9) et aux protéines chargées sur les NETs sont exprimés 

par les macrophages. Ainsi, les NETs pourraient se lier aux macrophages qui sont recrutés dans 

la membrane synoviale de patients atteints de PR et les stimuler. En conséquence, les 

macrophages s’activeraient fortement et accentueraient l’inflammation dans l’articulation des 

patients atteints de PR. 

Les macrophages sont subdivisés en plusieurs sous-types. Ceux qui ont plutôt un rôle 

pro-inflammatoire (M1-like) et ceux qui sont plutôt anti-inflammatoires (M2-like) (Mills et al., 

2000). Dans la PR, un phénotype hétérogène des macrophages existe. En effet, les cellules 

expriment à la fois des marqueurs M1-like et M2-like (Ambarus et al., 2012b). Néanmoins, 

c’est l’activation du profil macrophagique M1-like qui domine (Antoniv and Ivashkiv, 2006). 

Ce qui nous a amené à supposer que les NETs activeraient de façon différentielle les sous-

populations de macrophages dans un contexte physiologique et lors de la PR. Les NETs 

stimuleraient alors de façon plus importante les macrophages M1-like dans la PR, ce qui 

pourrait expliquer le profil pro-inflammatoire principal des macrophages dans cette maladie.  

Enfin, le but était également de déterminer le mécanisme d’activation des macrophages 

par les NETs ainsi que les voies activées à la suite d’une stimulation des macrophages par les 

NETs, pour à terme mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles dans la 

PR. 
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I. Article 

 

Le but de ce travail était d’examiner l'impact des NETs sur différentes sous-populations de 

macrophages au repos ou activées, dans un contexte physiologique et lors de la PR. Pour cela, 

nous avons cultivé des sous-populations de macrophages avec des NETs en présence ou en 

l'absence de LPS et nous avons analysé la production des médiateurs pro- et anti-inflammatoires 

par ces macrophages. Enfin, nous avons étudié le mécanisme d’activation des macrophages par 

les NETs et les voies déclenchées par les NETs dans les macrophages. 
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I.1 Abstract 

 

Objective 

Neutrophil extracellular traps (NETs) are pro- or anti-inflammatory on resting or 

activated non-polarized macrophages, respectively. In this study, we examined the impact of 

NETs on different macrophage subpopulations in healthy individuals and rheumatoid arthritis 

(RA) patients. We also studied the activation mechanism of macrophages by NETs and the 

pathways triggered by NETs in macrophages. 

Methods 

Non-polarized, pro- and anti-inflammatory macrophages were induced from blood 

monocytes purified from healthy subjects or patients with RA. NETs were also prepared from 

autologous blood neutrophils. These macrophages were then characterized and cultured with 

NETs in the presence or absence of LPS. Several pro- and anti-inflammatory mediators were 

analyzed in the presence or absence of LPS. The transcriptome of pro-inflammatory 

macrophages cultured with NETs from RA patients was also examined. Finally, the 

involvement of Toll-like receptor 9 (TLR9) in macrophages and of complement protein C1q 

inside NETs was determined by culturing wild-type/TLR9-deficient macrophages with NETs 

prepared from wild-type/C1q-deficient mice. 

Results 

NETs induce pro-inflammatory cytokine profile on resting macrophage subpopulations, 

including those described as anti-inflammatory, more especially in RA patients. In response to 

LPS, RA macrophages are resistant to the anti-inflammatory activity of NETs. Macrophage 

activation by NETs is not mediated by TLR9 in macrophages and is not dependent on C1q 



131 

 

loaded on NETs. RNAseq analysis confirmed that NETs activate pro-inflammatory mediators 

on macrophages but decrease the activation of anti-inflammatory mediators and indicate that 

they also induce genes of the aryl hydrocarbon receptor pathway. 

Conclusion 

In RA, NETs destabilize the pro-/anti-inflammatory balance toward pro-inflammatory 

activation of macrophage subpopulations and induce the aryl hydrocarbon receptor pathway. 

 

I.2 Introduction 

Neutrophil extracellular traps (NETs) are deoxyribonucleic acid (DNA) filaments 

associated with neutrophil proteins, especially granular proteins. They are released by 

neutrophils into the extracellular environment response to microbial or self-stimuli. They were 

first described in 2004 by Brinkmann et al (Brinkmann et al., 2004). They have shown that 

NETs are able to trap and kill Gram-positive and Gram-negative bacteria, describing thus a new 

approach to bacterial elimination by neutrophils. Since then, multiple central roles of NETs 

have been elucidated, especially in induction and aggravation of autoimmune diseases, 

including rheumatoid arthritis (RA) (Villanueva et al., 2011; Kambas et al., 2014; van der 

Linden et al., 2018; Carmona-Rivera et al., 2020). 

RA is a chronic inflammatory and autoimmune disease leading to joint destruction. It is 

characterized by the presence of specific autoantibodies, anti-citrullinated protein antibodies 

(ACPA), synovial hyperplasia followed by the destruction of cartilage and bone. The disease 

affects approximately 1% of the world's population. It can also display extra-articular damages, 

notably cardiovascular complications that are associated with a poor vital prognosis (Radner et 

al., 2017). Therefore, understanding pathophysiology of this disease is of main importance. 



132 

 

In RA, both innate and adaptive immunities are deficient. In this study, we focused on 

the major impact of neutrophils and macrophages in this disease. Indeed, macrophages mediate 

many pathological processes in RA. First, the balance between pro-inflammatory-like (M1) and 

anti-inflammatory-like (M2) macrophages is disturbed, in favor of an M1-like macrophage 

profile. Indeed, in RA, macrophages infiltrate synovial fluid and are accompanied by an M1-

like profile (De Rycke et al., 2005). They secrete many pro-inflammatory cytokines that are 

characteristic of RA, such as tumor necrosis factor (TNFα), interlukin (IL)-1 and IL-6 (Chu et 

al., 1991; Wood et al., 1992). They induce high levels of chemokines such as IL-8 and monocyte 

chemoattractant protein 1 (MCP1), which increase the influx of other immune cells into 

articulation and exacerbate inflammation (Koch et al., 1991, 1992). Macrophages also 

overexpress major histocompatibility complex (MHC) molecules in RA (Janossy et al., 1981), 

leading to the presentation of arthritogenic peptides to T cells. Thus, B cells become activated 

and in turn produce autoantibodies. Macrophages can also directly promote joint destruction in 

RA by directly differentiating into mature osteoclasts, responsible for bone resorption 

(Adamopoulos et al., 2006). 

Neutrophils represent up to 80% of the immune cells recruited in the synovial fluid and 

infiltrate the synovial tissue. They mediate many pro-inflammatory processes and produce of 

NETs, which play key functions in RA. Indeed, neutrophils from patients highly produce NETs 

in vitro (Ribon et al., 2019). NETs are also detected in synovial tissue of RA patients (Khandpur 

et al., 2013) and levels of NET-derived products correlate with clinical parameters and 

autoimmune activity of the disease (Pérez-Sánchez et al., 2017). Moreover, IgG from RA 

patients induce NETs (Khandpur et al., 2013) and bind to NETs (Khandpur et al., 2013; Ribon 

et al., 2019), especially ACPA (Carmona-Rivera et al., 2017). NETs contribute to RA 

development in several ways. They have been shown to promote autoimmune response. In fact, 

they are loaded with numerous citrullinated proteins that are then a source of autoantigens or 
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the target of ACPAs (Carmona-Rivera et al., 2017). They also display several neutrophilic 

enzymes on their surface that directly degrade cartilage components (Carmona-Rivera et al., 

2020). In addition, NETs increase pro-inflammatory response characteristic of RA. We have 

previously shown that NETs, especially RA NETs, promote secretion of pro-inflammatory 

cytokines (IL-6, IL-8, and TNF), expression of activation markers, but low secretion of the anti-

inflammatory cytokine IL-10 on resting macrophages and neutrophils (Ribon et al., 2019). 

Hence, our results we suggested that NETs exacerbate the macrophage-induced pro-

inflammatory effects in RA. This hypothesis is supported by the fact that NETs are composed 

of DNA and proteins and that receptors for both DNA (toll like receptor (TLR)-9) and some 

proteins loaded on NETs are expressed by macrophages. Thus, NETs could bind to and 

stimulate macrophages that are recruited to the joint of RA patients to sustain inflammation. 

In that previous study, we analyzed non-polarized macrophages. Macrophages are 

however subdivided into two subtypes, those with a pro-inflammatory function and those with 

an anti-inflammatory function. In RA, macrophages with both phenotypes remain, but pro-

inflammatory profile dominates. In the present study, this led us to hypothesize that NETs may 

differentially activate macrophage subpopulations both in a physiological context and in RA, 

with a greater activation of pro-inflammatory macrophages in RA. Moreover, to delineate the 

impact of NETs on macrophage activation, we would have analyzed the mechanism involved 

and the pathway triggered, in order to identify potential new therapeutic targets in RA. 
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I.3 Methods  

 

Human samples 

Fresh peripheral EDTA-blood of RA patients not treated with biologic therapies were 

collected at the Rheumatology Department of Avicenne Hospital, Bobigny, France. Patients 

were selected according to the American College of Rheumatology (ACR)/European League 

Against Rheumatism (EULAR) 2010 revised criteria for RA. In addition, fresh peripheral 

EDTA-blood and cytapheresis from random healthy donors (HD) were collected respectively 

at “Etablissement Français du Sang (EFS)”, Bobigny and Paris, France. Informed consents were 

obtained from all individuals prior to study entry and experiments were approved by the local 

ethics committee CPP “Paris Ile de France” (approval no. NI-2016-11-01). 

Mouse sample 

Cells from bone marrow (femur and tibia) of female and male mice with different 

genotypes were collected. C1q-KO mice were developed by Botto et al (Botto et al., 1998) and 

provided by Franz Petry (University of Mainz, Germany). TLR9-KO mice were generated by 

Hemmi et al (Hemmi et al., 2000) and provided by Hermann Wagner (Technical University 

Munich, Germany). We then bred these mice by crossing KO mice with wild-type mice and 

then by intercrossing +/- genotypes to get +/+ and -/- genotypes. The genotypes of the different 

mouse strains were confirmed by PCR on tail biopsies.  

Cell isolation and preparation 

Human cells  
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Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and blood neutrophils of HD and RA 

patients were isolated by density centrifugation of whole blood on dextran (Axi shield) at 500g 

for 40 minutes. PBMC from cytapheresis samples were isolated by density gradient 

centrifugation on Ficoll hypaque (Eurobio) diluted two-fold in sterile phosphate-buffer saline 

(PBS). Monocytes were then purified from the PBMC fraction by CD14 positive magnetic 

sorting (Miltenyi Biotec), according to manufacturer’s instructions. Purity of monocytes and 

neutrophils (>90%) was assessed by flow cytometry after CD14 or CD66b staining, 

respectively. 

Monocytes were subsequently differentiated into different macrophage subpopulations in 

perfluoroalkoxy polymer culture inserts (Savillex), either into non-polarized macrophages in 

X-VIVO 15 medium (LONZA), using recombinant human (rh)M-CSF (Immunotools) at 

100ng/ml for 7 days, or into polarized macrophages in IMDM medium (Thermofisher) 

containing 10% fetal calf serum (FCS), using rhM-CSF (50ng/ml) for 4 days, then rhIFN-γ 

(50ng/ml) or rhIL-4 (40ng/ml) or rhIL-10 (50ng/ml) (Immunotools) for 3 days, to obtain M1-

like or M2a-like or M2c-like  macrophages respectively. The phenotype of the subpopulations 

was checked by flow cytometry on day 7 (see below).  

Mouse cells 

Bone morrow cells were flushed from with sterile PBS. Once washed, red blood cells 

(RBC) were lysed in hemolysis buffer (NH4CL, KHCO3, and EDTA). Neutrophils were further 

isolated by negative magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec) according to manufacturer 

instructions. The eluted fraction represents neutrophils that had been used to prepare NETs. The 

purity of neutrophils (LY6G+) (>90%) was verified by flow cytometry. The fraction retained in 

the column was used for macrophagic differentiation. For this purpose, cells were re-suspended 

in IMDM medium supplemented with 10% FCS and containing recombinant mouse (rm)M-
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CSF (30ng/ml) or rmGM-CSF (50ng/ml) (Immunotools) for seven days in petri dish. Only 

adherent cells were considered as macrophages. 

NETs preparation and characterization 

Freshly isolated neutrophils were seeded on poly-L-lysine-coated 0.001% (Sigma-

Aldrich) borosilicate chamber slides (NUNC), settled for 30 minutes, and activated with 50nM 

and 100nM of phorbol myristate acetate (PMA) respectively for human and mouse PMNs in 

RPMI 1640 medium (Thermofisher). After 4 h for human PMNs and 16 h for mouse PMNs, 

the chambers were washed twice with PBS and NETs were detached from the glass by mild 

deoxyribonuclease 1 (DNase 1, Sigma-Aldrich) digestion (10U/ml, 30 min for human PMNs 

and 4U/ml, 15 min for mouse neutrophils) in PBS lacking calcium and magnesium 

(Thermofisher). The reaction was stopped by 3 mM EDTA and the supernatants containing 

soluble NETs were harvested and centrifuged at 300 g for 10 min to remove any intact cells. 

The upper phase was collected, and NETs were enriched by a second centrifugation step 

(16,000 g, 10 min, to remove cell debris) and again the upper phase was collected and frozen. 

As a control, the same procedure was followed but without PMNs to prepare the corresponding 

NETs purification buffer. NETs were quantified by fluorescence in a microplate reader using 

PicoGreen, a dye for quantification of soluble double-stranded DNA (Life Technologies) and 

spectrophotometry (NanoDrop technology) and characterized by 16% SDS-PAGE and 1.5% 

agarose gel. Preparations of approximately 12 μg/ml of DNA, as determined 

spectrophotometrically by measuring optical density at 260 nm were used in cell cultures. 
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Flow cytometry  

Human macrophages were first incubated with human FcR Blocking Reagent (Miltenyi) 

according to the associated protocol. They were subsequently stained in PBS containing 5% 

FCS, 0.02M sodium azide and 100µg/mL human γ-globulin (Calbiochem) with the following 

antibodies against surface molecules and their isotype control. To analyze their phenotype, we 

used: anti-human CD200 receptor-BV421 (BD Bioscience, Clone OX-108), anti-human CD14-

BV510 (BD Bioscience, Clone MφP9), anti-human CD206-BB515 (BD Bioscience, Clone 

19.2), anti-human CD64-PE-Cy™7 (BD Bioscience, Clone 10.1), anti-human CD32-APC (BD 

Bioscience, Clone FLI8.26), anti-human CD16-APC-H7 (BD Bioscience, Clone 3G8).The 

purification of human and murine neutrophils was also checked in the presence of anti-human 

CD66b-FITC (BD Bioscience, Clone G10F5) and anti-mousse Ly6G-FITC (BD Bioscience, 

Clone 1A8)  respectively. Cells were acquired on a FACS Canto II cell analyzer (BD 

Bioscience) and results were analyzed using FACS Diva (BD Bioscience). 

Macrophage cultures  

Human 

After differentiation, cells (0.75*106 cells/ml or 1*106 cells/ml) were resuspended in X-

vivo 15 medium and IMDM medium supplemented with 10% FCS for non-polarized and 

polarized macrophages, respectively. Macrophages were then cultured 24h for ELISA tests, 

with soluble NETs (50% of volume), NETs purification buffer (50% of volume), S. 

typhimurium lipopolysaccharide (LPS) 250 ng/ml (Sigma-Aldrich). 

Mouse 

After 7 days of differentiation, adherent cells were detached by incubation with 5mM 

EDTA for 40 min at 37°. Cells were then washed with PBS, resuspended in IMDM medium 
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supplemented with 10% FCS (1*106 cells/ml) and cultured for 24h with soluble NETs (50% of 

volume), NETs purification buffer (50% of volume), S. typhimurium lipopolysaccharide (LPS) 

1µg/ml (Sigma-Aldrich) or CpG 2395 2µM (Invivogen). 

ELISA 

Supernatants from cultures were collected after 24h. Cytokine concentrations were 

quantified using the following ELISA kits, according to manufacturer’s instructions: human IL-

6 (BD Bioscience), human IL-8 (BD Bioscience), human IL-10 (BD Bioscience), human TNFα 

(BD Bioscience), mouse MIP-2 (R&D Systems), mouse IL-6 (R&D Systems), mouse IL-10 

(R&D Systems) and mouse TNFα (R&D Systems). 

RNAseq 

RNA-seq library preparation 

RNA was extracted by using RNeasy Mini Kit (Qiagen), including on-column DNase 

digestion as described by the manufacturer's protocol. The integrity of the RNA was confirmed 

in BioAnalyzer using RNA 6000 Nano kit (Agilent Technologies). Libraries were prepared 

according to Illumina's instructions accompanying the TruSeq Stranded mRNA Library Prep 

Kit (Illumina). 500 ng of RNA was used for each sample. Library length profiles were 

controlled with the LabChip GXTouchHT system (Perkin Elmer). Sequencing was performed 

in the same sequencing unit of NovaSeq (Illumina) (100-nucleotide-length reads, paired ends) 

with an average depth of 15 million reads per sample.  

RNA-seq analysis 

Genome assembly was based on the Genome Reference Consortium (hg38). Quality of 

RNA-seq data was assessed using FastQC. Reads were aligned to the transcriptome using 
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STAR. Differential gene expression analysis was performed using DESeq2. Genes with low 

number of counts (<10) were filtered out.  

Statistical analysis  

Statistical analyses were performed using Graphpad prism 9.0.1. Data distribution was 

first tested for normality with D’Agostino and Pearson test. According to data distribution, two-

tailed Mann-Whitney test, Two-tailed paired t-test or two-tailed Wilcoxon matched-pairs 

signed rank test were performed. In some experiment, Kruskal-Wallis test was performed. Data 

are shown as mean ± SEM. In representative experiments, data are from triplicates. In pooled 

data, each donor was tested in triplicates and then the mean was used for subsequent analysis. 

Statistical analyses were not performed using all replicates. To analyze individual genes from 

RNA-seq data, normality was first tested using Kolmogrov-Smirnov normality test with Dallal-

Wilkinson-Lillie for p value before performing a two-tailed paired t-test. For p-values<0.05, 

difference was considered statistically significant. 
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I.4 Results 

 

I.4.1 NETs induce a pro-inflammatory profile in macrophage subpopulations 

We have previously shown that non-polarized (M0) resting macrophages (Mφ M0) 

induce pro-inflammatory cytokines, in response to NETs, especially IL-8 (Ribon et al., 2019). 

M0 macrophages have previously been described as pro-inflammatory in response to RA 

immune complexes (Clavel et al., 2016). In this study, we analyzed whether pro-inflammatory-

like and anti-inflammatory-like macrophage subpopulations respond in the same way to NETs. 

In addition, we compared cell cultures prepared from healthy individuals to those from RA 

patients. 

 For this purpose, we induced M0 Mφ, pro-inflammatory macrophages (M1-like Mφ), 

repairing macrophages (M2a-like Mφ) and immuno-regulatory macrophages (M2c-like Mφ) 

from freshly purified human blood monocytes. We then cultured these macrophages with NETs 

prepared from autologous neutrophils (in most cases) and analyzed IL-8 secretion. Thus, in all 

experiments, Mφ from healthy individuals were cultured with NETs from healthy individuals 

and Mφ from RA patients were cultured with NETs from RA patients. Macrophage 

subpopulations and NETs were characterized as described in supplementary figures 29 and 30 

or supplementary figure 31, respectively. 

First, we showed that, all macrophage subpopulations secrete IL-8 in the presence of 

NETs (in comparison to the NETs purification buffer), whereas as a control all subpopulations 

respond to LPS in comparison to cells in medium (Figure 16A, one representative donor is 

shown). We then analyzed the effect of NETs on macrophage subpopulations from all 

independent donors (healthy donors and RA patients). Interestingly, our results showed that all 
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macrophage subpopulations increase the production of the proi-nflammatory cytokine IL-8 in 

response to NETs, including M2a-like Mφ and M2c-like Mφ which are described as anti-

inflammatory (Figure 16B). We also analyzed the secretion of IL-6 and TNFα by macrophage 

subpopulations in response to NETs. TNFα appears to be increased by all macrophage 

subpopulations from all tested donors in response to NETs. However, additional donors will be 

required to reach significance (data not shown). Regarding IL-6, it is not secreted by 

macrophages in response to NETs (data not shown). These data show that NETs promote the 

secretion of pro-inflammatory cytokines by both pro- and anti-inflammatory macrophages.  
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Figure 16. Secretion of the pro-inflammatory cytokine IL-8 by macrophage subpopulations 

stimulated with NETs. 

(A) Representative experiment of at least 26 independent experiments in which human monocyte-derived 

or -polarized M0, M1-like, M2a-like, or M2c-like macrophages (Mφ) from a single donor were cultured 

in the presence of medium, LPS, the purification buffer or NETs from the same donor. The level of IL-8 

secretion was then assessed 24 hours later in the cell culture supernatants by ELISA. Values are the 

mean and SEM of triplicates. (B) Human monocyte-derived or -polarized M0 (n=33 independent 

experiments), M1-like (n=31), M2a-like (n=26), or M2c-like (n=31) Mφ of healthy subjects or 

rheumatoid arthritis patients were cultured in the presence of the purification buffer or NETs prepared, 

respectively, from healthy subjects and rheumatoid arthritis patients. IL-8 secretion was evaluated 24h 

later in the cell culture supernatants by ELISA. Symbols represent individual and independent donors 

(patients and controls are pooled). Values are the mean and SEM of all donors. ***, p < 0.0005 (two-

tailed Wilcoxon matched-pairs signed rank test); ****, p < 0.0001 (two-tailed Wilcoxon matched-pairs 

signed rank test). LPS, lipopolisacharide; NETs, neutrophil extracellular traps; buffer, NETs 

purification buffer; Mφ, macrophages. 
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M2-like macrophages decrease inflammation by, in part, secreting anti-inflammatory 

mediators. To determine whether NETs affect these anti-inflammatory properties of 

macrophages, we analyzed the production of the cytokine IL-10 by all macrophage 

subpopulations in response to NETs. IL-10 is a cytokine found to limit inflammation in 

autoimmune diseases, including RA (Iyer and Cheng, 2012). It is produced importantly by M2-

like Mφs, in particular, M2c-like Mφs. We first verified in our culture system that all 

macrophage subpopulations secrete IL-10 in response to LPS, a well-known property of 

macrophages (Figure 17A, one representative donor) (Fiorentino et al., 1991). The level of IL-

10 secretion was greater for M2-like macrophages, as expected (Figure 17A). We then analyzed 

the production of the anti-inflammatory cytokine IL-10 by macrophage subpopulations after 

stimulation with NETs for all accumulated donors (Figure 17B). We observed that non-

polarized and pro-inflammatory macrophage subpopulations did not secrete IL-10 in response 

to NETs, in comparison to the NETs purification buffer. Regarding M2-like macrophages, 

M2a-like Mφ significantly produced IL-10 in response to NETs. And very interestingly, anti-

inflammatory M2c-like Mφ, which are described as the best IL-10 producers, display 

spontaneous secretion of Il-10, which did not increase in the presence of NETs (Figure 17B). 

Moreover, for all macrophage subpopulations, NETs-induced IL-8 concentrations are much 

higher than IL-10 concentrations, even for M2a-like macrophages. Not only the IL-8/IL-10 

ratio is in favor of the pro-inflammatory cytokine, but also this ratio is much higher in pro-

inflammatory M0 and M1-like macrophages than in anti-inflammatory M2a-like and M2c-like 

macrophages (supplementary Figure 30). These results suggest that NETs rather induce pro-

inflammatory profile on macrophages. 
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Figure 17. Secretion of the anti-inflammatory cytokine IL-10 by macrophage subpopulations 

stimulated with NETs. 

(A) Representative experiment of at least 25 independent experiments in which human monocyte-derived 

or -polarized M0, M1-like, M2a-like, or M2c-like macrophages (Mφ) from a single donor were cultured 

in the presence of medium, LPS, the purification buffer or NETs from the same donor. The level of IL-

10 secretion was then assessed 24 hours later in the cell culture supernatants by ELISA. Values are the 

mean and SEM of triplicates. (B) Human monocyte-derived or -polarized M0 (n=27 independent 

experiments), M1-like (n=28), M2a-like (n=25), or M2c-like (n=30) Mφ of healthy subjects or 

rheumatoid arthritis patients were cultured in the presence of the purification buffer or NETs prepared, 

respectively, from healthy subjects and rheumatoid arthritis patients. IL-10 secretion was evaluated 24h 

later in the cell culture supernatants by ELISA. Symbols represent individual and independent donors 

(patients and controls are pooled). Values are the mean and SEM of all donors. *, p < 0.05 (two-tailed 

paired t test); ns, not significant. LPS, lipopolisacharide; NETs, neutrophil extracellular traps; buffer, 

NETs purification buffer; Mφ, macrophages. 
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I.4.2 The pro-inflammatory effect of NETs on macrophage-subpopulation is 

more prominent in RA patients than in healthy subjects 

We next analyzed whether the pro-inflammatory effect of NETs observed in Figures 16 

and 17 is different between cell cultures from healthy subjects and RA patients. We have 

therefore assessed IL-8 secretion in macrophages from healthy subjects and RA patients, in the 

presence of NETs from healthy subjects or RA patients, respectively. ELISA results showed 

that normal and RA NETs induce activation of M0, M1-like, M2a-like and M2c-like 

macrophages from healthy subjects as well as those from RA patients, respectively, through 

increased IL-8 secretion (Figure 18).  

We then compared the secretory rate of IL-8 specifically induced by NETs by the four 

macrophage subpopulations of healthy subjects and RA patients. There was no difference in 

the level of IL-8 induction in response to NETs in M0, M1-like and M2a-like macrophages 

between healthy subjects and RA patients (Figure 18). But very importantly, the ratio of IL-8 

production was significantly higher in anti-inflammatory M2c-like Mφ from RA patients 

compared to M2c-like Mφ from healthy subjects (Figure 19). 

Next, we evaluated the secretion of the anti-inflammatory cytokine IL-10 in macrophage 

subpopulations from healthy subjects and RA patients stimulated with NETs (Figure 20). There 

was no modulation of IL-10 secretion by M0, M1 and M2c-like Mφ in response to NETs, from 

either healthy subjects or RA patients. For M2a-like Mφ from healthy subjects, we did not 

observe an increase of IL-10 in response to NETs, whereas its secretion is increased in M2a-

like Mφ from RA patients stimulated with NETs. As expected, the highest basal IL-10 secretion 

was observed with M2c-like macrophages. But, there is no additional secretion in the presence 

of NETs. Thus, we suggest that the pro-inflammatory properties of NETs on macrophage 

subpopulations is prominent on RA patients. 
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Figure 18. Secretion of the pro-inflammatory cytokine IL-8 by macrophage 

subpopulations of healthy donors and rheumatoid arthritis patients stimulated with NETs. 

Human monocyte-derived or -polarized M0 (n= 17 independent experiments), M1-like (n=13), M2a-

like (n=14), or M2c-like (n=15) macrophages (Mφ) of healthy subjects and human monocyte-derived 

or -polarized M0 (n=16), M1-like (n=18), M2a-like (n=12), or M2c-like (n=16) Mφ of rheumatoid 

arthritis patients were cultured in the presence of the purification buffer or NETs prepared, respectively, 

from healthy subjects or rheumatoid arthritis patients. IL-8 secretion was evaluated 24h later in the cell 

culture supernatants by ELISA. Symbols represent individual and independent donors. Values are the 

mean and SEM of all donors. *, p < 0.05 (two-tailed paired t test) for M1-like Mφ; *, p < 0.05 (two-

tailed Wilcoxon matched-pairs signed rank test) for M2c-like Mφ; **, p < 0.005 (two-tailed Wilcoxon 

matched-pairs signed rank test);  ***, p < 0.0005 (two-tailed Wilcoxon matched-pairs signed rank test);   

***, p < 0.0005 (two-tailed Wilcoxon matched-pairs signed rank test);  ****, p < 0.0001 (two-tailed 

Wilcoxon matched-pairs signed rank test). NETs, neutrophil extracellular traps; buffer, NETs 

purification buffer; Mφ, macrophages; RA, rheumatoid arthritis patients; HD, healthy donors.   
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Figure 19. Comparison of IL-8 induction levels by macrophages from healthy donors and 

rheumatoid arthritis patients stimulated with NETs. 

Human monocyte-derived or -polarized M0 (n= 17 independent experiments), M1-like (n=13), M2a-

like (n=14), or M2c-like (n=15) macrophages (Mφ) of healthy subjects and human monocyte-derived 

or -polarized M0 (n=16), M1-like (n=18), M2a-like (n=12), or M2c-like (n=16) Mφ of rheumatoid 

arthritis patients were cultured in the presence of the purification buffer or NETs prepared, respectively, 

from healthy subjects and rheumatoid arthritis patients. IL-8 secretion was evaluated 24h later in the 

cell culture supernatants by ELISA. The IL-8 fold increase was calculated for all donors of each 

macrophage subpopulations by dividing the level of IL-8 secretion by macrophages cultured with NETs 

by the level of IL-8 secretion by the same macrophages cultured with the purification buffer. Symbols 

represent individual and independent donors. Values are the mean and SEM of all donors. *, p < 0.05 

(two-tailed Mann-Whitney test); ns, not significant. NETs, neutrophil extracellular traps; buffer, NETs 

purification buffer; Mφ, macrophages; RA, rheumatoid arthritis patients; HD, healthy donors. 
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Figure 20. Secretion of the anti-inflammatory IL-10 by macrophage subpopulations of healthy 

donors and rheumatoid arthritis patients stimulated with NETs. 

Human monocyte-derived or -polarized M0 (n= 13 independent experiments), M1-like (n=13), M2a-

like (n=13), or M2c-like (n=14) macrophages (Mφ) of healthy subjects and human monocyte-derived 

or -polarized M0 (n=14), M1-like (n=14), M2a-like (n=12), or M2c-like (n=16) Mφ of rheumatoid 

arthritis patients were cultured in the presence of the purification buffer or NETs prepared, respectively, 

from healthy subjects and rheumatoid arthritis patients. IL-10 secretion was evaluated 24h later in the 

cell culture supernatants by ELISA. Symbols represent individual and independent donors. Values are 

the mean and SEM of all donors. *, p < 0.05 (two-tailed Wilcoxon matched-pairs signed rank test); ns, 

not significant. NETs, neutrophil extracellular traps; buffer, NETs purification buffer; Mφ, 

macrophages; RA, rheumatoid arthritis patients; HD, healthy donors. 
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I.4.3 The anti-inflammatory effect of NETs cytokine-dependent and may be 

compensated by their pro-inflammatory effects 

NETs are not only pro-inflammatory, they may also have anti-inflammatory properties. 

Indeed, they decrease the secretion of the pro-inflammatory cytokine IL-6 by LPS-stimulated 

M0 Mφ (Ribon et al., 2019). We then compared this effect on M0 Mφ to the other macrophage 

subpopulations (M1-like Mφ, M2a-like Mφ and M2c-like Mφ) to test whether they display the 

same property. First, the typical response of each macrophage subpopulation stimulated with 

LPS, in the presence of LPS alone, the NETs purification buffer or NETs is depicted (Figure 

21A, one representative donor). As depicted, all macrophage subpopulations secrete IL-6 in 

response to LPS alone or with LPS and the NETs purification buffer or NETs). Next, we 

focused on the effect of NETs on all macrophage subpopulations in the cumulated donors 

(Figure 6B, healthy donors and RA patients pooled). All four macrophage subpopulations 

secrete significant levels of IL-6 when cultured with LPS and NETs purification buffer. We 

then confirmed the previously observed results, showing that LPS-stimulated M0 Mφ decrease 

IL-6 secretion in response to NETs (Figure 21B). we now also demonstrate that LPS-stimulated 

M1-like and M2a-like Mφ display a reduced IL-6 secretion in response to NETs (Figure 21B). 

But surprisingly, anti-inflammatory M2c-like Mφ stimulated with LPS did not decrease the 

secretion of the proinflammatory IL-6 in the presence of NETs. 
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Figure 21. Modulation of IL-6 secretion by NETs on LPS-stimulated macrophage subpopulations. 

(A) Representative experiment of at least 22 independent experiments in which human monocyte-derived 

or -polarized M0, M1-like, M2a-like, or M2c-like macrophages (Mφ) from a single donor were cultured 

in the presence of medium, LPS, the purification buffer and LPS or NETs and LPS from the same donor. 

The level of IL-6 secretion was then assessed 24 hours later in the cell culture supernatants by ELISA. 

Values are the mean and SEM of triplicates. (B) Human monocyte-derived or -polarized M0 (n=24 

independent experiments), M1-like (n=23), M2a-like (n=22), or M2c-like (n=27) Mφ of healthy subjects 

or rheumatoid arthritis patients were cultured in the presence of LPS supplemented with the purification 

buffer or NETs prepared, respectively, from healthy subjects or rheumatoid arthritis patients. IL-6 

secretion was evaluated 24h later in the cell culture supernatants by ELISA. Symbols represent 

individual and independent donors. Values are the mean and SEM of all donors. *, p < 0.05 (two-tailed 

paired t-test); **, p < 0.01 (two-tailed paired t-test); ***, p < 0.005 (two-tailed Wilcoxon matched-

pairs signed rank test); ns, not significant. LPS, lipopolysaccharide; NETs, neutrophil extracellular 

traps; buffer, NETs purification buffer; Mφ, macrophages. 



151 

 

We then analyzed whether the secretion of the anti-inflammatory cytokine Il-10 by LPS-

stimulated M0, M1-like, M2a-like and M2c-like Mφ are also modulated by NETs (Figure 22). 

Figure 22A is a representative data of the culture conditions we have used for each donor. The 

result showed that all macrophage subpopulations secrete IL-10 in response to LPS alone or 

with LPS and the NETs purification buffer or NETs. We then analyzed IL-10 secretion in 

response to NETs on each LPS-stimulated macrophage subpopulation, on all cumulative 

individual donors (Figure 22B). Interestingly, the LPS-stimulated M0 and M1-like Mφ decrease 

the secretion of the anti-inflammatory cytokine IL-10 in response to NETs. In contrast, in M2-

like macrophages, the induction of IL-10 by LPS was not modulated in the presence of NETs 

(Figure 22B). Thus, for M0 and M1-like LPS-stimulated Mφ, but not M2a-like and M2c-like 

Mφ, the decreased IL-6 secretion in response to NETs is associated with a decreased IL-10 

secretion. 
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Figure 22. Modulation of IL-10 secretion by NETs on LPS-stimulated macrophage 

subpopulations. 

(A) Representative experiment of at least 21 independent experiments in which human monocyte-derived 

or -polarized M0, M1-like, M2a-like, or M2c-like macrophages (Mφ) from a single donor were cultured 

in the presence of medium, LPS, the purification buffer and LPS or NETs and LPS from the same donor. 

The level of IL-10 secretion was then assessed 24 hours later in the cell culture supernatants by ELISA. 

Values are the mean and SEM of triplicates. (B) Human monocyte-derived or -polarized M0 (n=22 

independent experiments), M1-like (n=22), M2a-like (n=21), or M2c-like (n=26) Mφ of healthy subjects 

or rheumatoid arthritis patients were cultured in the presence of LPS supplemented with the purification 

buffer or NETs prepared, respectively, from healthy subjects and rheumatoid arthritis patients. IL-10 

secretion was evaluated 24h later in the cell culture supernatants by ELISA. Symbols represent 

individual and independent donors. Values are the mean and SEM of all donors. ***, p < 0.0005 (two 

tailed Wilcoxon matched-pairs signed rank test); ns, not significant. LPS, lipopolisacharide; NETs, 

neutrophil extracellular traps; buffer, NETs purification buffer; Mφ, macrophages. 
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To estimate the global pro/anti-inflammatory activity of NETs, we analyzed whether 

the addition of NETs to the cultures of LPS-stimulated macrophage subpopulations modulates 

IL-8 secretion. Our results show that for all LPS-stimulated macrophage subpopulations, 

addition of NETs appears to increase IL-8 secretion (Figure 23A, one representative donor). 

Indeed, when we analyzed the data for each macrophage subpopulation for all donors, LPS-

stimulated M0 Mφ, pro-inflammatory Mφ but also anti-inflammatory Mφ increase the secretion 

of the pro-inflammatory cytokine IL-8 in the presence of NETs, showing an additive effect of 

LPS and NETs on IL-8 secretion (Figure 23B). All these data indicate that the impact of NETs 

on LPS-stimulated macrophages depends on the cytokine analyzed and suggest that, according 

to the huge amount of IL-8 produced, the anti-inflammatory effect of NETs on LPS-stimulated 

macrophages may be counterbalanced by the pro-inflammatory effect that they induce.  
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Figure 23. Additive effect of NETs and LPS on IL-8 secretion by macrophage subpopulations. 

(A) Representative experiment of at least 26 independent experiments in which human monocyte-derived 

or -polarized M0, M1-like, M2a-like, or M2c-like macrophages (Mφ) from a single donor were cultured 

in the presence of medium, LPS, the purification buffer and LPS or NETs and LPS, from the same donor. 

The level of IL-8 secretion was then assessed 24 hours later in the cell culture supernatants by ELISA. 

Values are the mean and SEM of triplicates. (B) Human monocyte-derived or -polarized M0 (n=26 

independent experiment), M1-like (n=28), M2a-like (n=26), or M2c-like (n=27) Mφ of healthy subjects 

or rheumatoid arthritis patients were cultured in the presence of LPS supplemented with the purification 

buffer or NETs prepared, respectively, from healthy subjects and rheumatoid arthritis patients. IL-8 

secretion was evaluated 24h later in the cell culture supernatants by ELISA. Symbols represent 

individual and independent donors. Values are the mean and SEM of all donors. *, p < 0.05 (two-tailed 

Wilcoxon matched-pairs signed rank test) ;****, p < 0.0001 (two-tailed Wilcoxon matched-pairs signed 

rank test). LPS, lipopolisacharide; NETs, neutrophil extracellular traps; buffer, NETs purification 

buffer; Mφ, macrophages. 
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I.4.4 RA macrophages are resistant to the anti-inflammatory effect of NETs 

We then investigated whether the four subpopulations of LPS-stimulated macrophages 

respond differentially to NETs in RA patients in comparison to healthy individuals. First, we 

analyzed the secretion of IL-6. Our result show that LPS-stimulated M0 Mφ decrease the IL-6 

secretion in both healthy subjects and RA patients in response to NETs (Figure 24). On the 

contrary, in response to NETs, LPS-stimulated M1-like and M2a-like Mφ from healthy subjects 

display an impaired IL-6 secretion but not LPS-stimulated M1-like and M2a-like Mφ from RA 

patients, whereas M2c-like Mφ do not modulate LPS-induced IL-6 secretion (Figure 24). 

Next, we evaluated the modulation of the secretion of the anti-inflammatory cytokine 

IL-10, in response to NETs, by LPS-stimulated macrophage subpopulations, in healthy 

volunteers and RA patients. LPS-stimulated M0 and M1-like Mφ from both healthy subjects 

and RA patients decreased IL-10 secretion in the presence of NETs, whereas LPS-stimulated 

M2-like macrophage subpopulations from healthy subjects as well as RA patients do not 

modulate IL-10 cytokine production in the presence of NETs (Figure 25). 

Finally, we analyzed the secretion of the pro-inflammatory cytokine IL-8 by LPS-

stimulated macrophage subpopulations in response to NETs in healthy subjects and RA 

patients. Our results show that in M0, M2a-like and M2c -like Mφ from both healthy subjects 

and RA patients, NETs increase LPS-induced IL-8 secretion (Figure 26). Interestingly, LPS-

stimulated M1-like macrophages from healthy subjects do not modulate IL-8 secretion, while 

those from RA patients increase IL-8 secretion in the presence of NETs (Figure 26), showing 

an additive effect of NETs and LPS on IL-8 secretion only in RA pro-inflammatory 

macrophages. Altogether, those results indicate that RA macrophages are less sensitive to the 

anti-inflammatory activity of NETs than normal macrophages. 
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Figure 24. Modulation of IL-6 secretion by NETs on LPS-stimulated macrophages of healthy 

donors and rheumatoid arthritis patients. 

Human monocyte-derived or -polarized M0 (n= 13 independent experiments), M1-like (n=10), M2a-

like (n=11), or M2c-like (n=12) macrophages (Mφ) of healthy subjects and human monocyte-derived 

or -polarized M0 (n=11), M1-like (n=13), M2a-like (n=11), or M2c-like (n=15) Mφ of rheumatoid 

arthritis patients were cultured in the presence of LPS supplemented with the purification buffer or 

NETs prepared, respectively, from healthy subjects and rheumatoid arthritis patients. IL-6 secretion 

was evaluated 24h later in the cell culture supernatants by ELISA. Symbols represent individual and 

independent donors. Values are the mean and SEM of all donors. *, p < 0.05 (two-tailed paired t-test); 

ns, not significant. LPS, lipopolysaccharide; NETs, neutrophil extracellular traps; buffer, NETs 

purification buffer; Mφ, macrophages; RA, rheumatoid arthritis patients; HD, healthy donors.  
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Figure 25. Modulation of IL-10 secretion by NETs on LPS-stimulated macrophages of healthy 

donors and rheumatoid arthritis patients. 

Human monocyte-derived or -polarized M0 (n= 12 independent experiment), M1-like (n=11), M2a-like 

(n=11), or M2c-like (n=12) macrophages (Mφ) of healthy subjects and human monocyte-derived or -

polarized M0 (n=10), M1-like (n=11), M2a-like (n=10), or M2c-like (n=14) Mφ of rheumatoid arthritis 

patients were cultured in the presence of LPS supplemented with the purification buffer or NETs 

prepared, respectively, from healthy subjects and rheumatoid arthritis patients. IL-10 secretion was 

evaluated 24h later in the cell culture supernatants by ELISA. Symbols represent individual and 

independent donors. Values are the mean and SEM of all donors. *, p < 0.05 (two-tailed paired t test); 

**, p < 0.005 (two-tailed paired t test); ns, not significant. LPS, lipopolysaccharides; NETs, neutrophil 

extracellular traps; buffer, NETs purification buffer; Mφ, macrophages; RA, rheumatoid arthritis 

patients; HD, healthy donors.  
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Figure 26. Additive effect of NETs and LPS on IL-8 secretion on macrophages subpopulations of 

healthy donors and rheumatoid arthritis patients. 

Human monocyte-derived or -polarized M0 (n= 13 independent experiment), M1-like (n=14), M2a-like 

(n=15), or M2c-like (n=12) macrophages (Mφ) of healthy subjects and human monocyte-derived or -

polarized M0 (n=13), M1-like (n=17), M2a-like (n=14), or M2c-like (n=15) Mφ of rheumatoid arthritis 

patients were cultured in the presence of LPS supplemented with the purification buffer or NETs 

prepared, respectively, from healthy subjects and rheumatoid arthritis patients. IL-8 secretion was 

evaluated 24h later in the cell culture supernatants by ELISA. Symbols represent individual and 

independent donors. Values are the mean and SEM of all donors. *, p < 0.05 (two-tailed paired t-t test); 

**, p < 0.005 (two-tailed Wilcoxon matched-pairs signed rank test) for M0 and M2a-like Mφ; **, p < 

0.005 (two-tailed paired t- test) for M2c Mφ; ***, p < 0.0005 (two-tailed Wilcoxon matched-pairs 

signed rank test); ns, not significant. LPS, lipopolysaccharides; NETs, neutrophil extracellular traps; 

buffer, NETs purification buffer; RA, rheumatoid arthritis patients; HD, healthy donors. 
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I.4.5 NETs activate macrophages in a TLR9-independent manner and C1q 

inside NETs is not crucial for macrophage activation 

In order to determine the mechanism of macrophage activation by NETs, we first 

investigated the role of TLR9. TLR9 is a receptor recognizing DNA rich in non-methylated 

CpG motifs and is expressed on macrophages (Latz et al., 2004). We therefore tested whether 

NETs activate macrophages by binding to TLR9. We have cultured macrophages from wild-

type (WT) and TLR9-KO mice in the presence of NETs prepared from neutrophils of naive WT 

mice and analyzed the secretion of the cytokine macrophage inflammatory protein (MIP2). As 

a control, the TLR9 agonist (CpG2395) has stimulated WT macrophages and not TLR9-KO 

macrophages (Figure 27A). Importantly, NETs have activated both macrophages from WT and 

TLR9-KO mice, demonstrating that the activation of macrophages by NETs is not mediated by 

TLR9.  

We then focused on complement protein C1q. C1q is deposits on NETs (Leffler et al., 

2012), whereas C1q receptors are expressed on macrophages (Lay and Nussenzweig, 1968). 

We have previously shown that C1q modulates NETs-mediated macrophage activation (Ribon 

et al., 2019). However, whether this is mediated by C1q belonging to NETs is unknown. We 

therefore analyzed whether C1q inside NETs could mediate macrophage activation. To this 

purpose, we cultured WT macrophages with NETs prepared from neutrophils of WT or C1q-

KO mice. NETs prepared from naive mice activated macrophages by overexpressing MIP2 but 

this activation was not decreased by NETs prepared from C1q-KO mice (Figure 27B). Thus, 

C1q present in the NETs was not required for macrophage stimulation. 
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Figure 27. Evaluation of the activation process of macrophages by NETs. 

(A) Representative experiment of 3 independent experiments in which macrophages derived from the 

bone marrow of wild-type (WT) and KO-TLR9 mice were cultured in the presence of medium, CpG 2395 

(TLR9 agonist), the NETs purification buffer, or NETs prepared from native WT mice. The level of MIP2 

secretion was then assessed 24 hours later in the cell culture supernatants by ELISA. Values are the 

mean and SEM of one representative experiment. (B) Representative experiment of 3 independent 

experiments in which bone marrow-derived macrophages from WT mice were cultured in the presence 

of medium, LPS, NETs purification buffer or NETs prepared from WT mice or KO-C1q mice. The level 

of MIP2 secretion was then assessed 24 hours later in the cell culture supernatants by ELISA. Values 

are the mean and SEM of triplicates of one representative experiment. LPS, lipopolisacharide; TLR9; 

Toll like receptor 9, C1q; complement 1q; NETs, neutrophil extracellular traps; buffer, NETs 

purification buffer; Mφ, macrophages. 
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I.4.6 NETs trigger the aryl hydrocarbon receptor pathway in macrophages 

To determine the pathways activated by NETs in macrophages, we performed a 

transcriptome study of M1-like Mφ stimulated with NETs prepared from a single RA patient in 

comparison to the NETs purification buffer. Our results show that 303 genes were significantly 

differentially expressed by M1-like Mφ cultured with NETs (right) compared to M1-like Mφ 

cultured with the NETs purification buffer (left) (Figure 28A), with 186 genes up-regulated by 

NETs (Figure 28A, top) and 117 genes down-regulated by NETs (Figure 28A, bottom). 

Volcano plot analysis (Figure 29B) shows that 2342 genes were differentially expressed and 

that many genes up-regulated by macrophages in the presence of NETs, as compared to the 

NETs purification buffer (upper right), are pro-inflammatory cytokines such as TNFα, IL-23, 

IL-1β, IL-1α or IL-6 receptor, as well as pro-inflammatory chemokines such as CXCL8, CCL8, 

CCL3 or CCL1 (Mantovani et al., 2004). Our results also show an increase in RNA expression 

of hypoxia-inducible transcription factors 1A (HIF1A), induced usually in the presence of 

hypoxia and oxidative stress (Haddad and Harb 2005) or genes involved in the promotion of 

osteoclastogenesis, like TNF superfamily 14 (TNFSF14) (Brunetti et al., 2014). Furthermore, 

there is an interesting increase in several genes regulated by the transcription factor aryl 

hydrocarbon receptor (AhR), including genes coding for cytochrome CYP1A1 and CYP1B1 

(Fig. 28B). The engagement of the AhR pathway in NETs-stimulated macrophages is confirmed 

by pathway enrichment analysis of the induced genes, which illustrates that many of the induced 

pathways involve AhR (Data not shown). Finally, when we analyzed the gene expression level 

for each donor, we confirmed that for all subjects, there is an increased secretion of pro-

inflammatory cytokines and chemokines such as TNFα, IL-1β, IL-23, CXCL8, CCL3 and 

CXCL1, as well as HIF1A factor in response to NETs (Figure 28C). There is also a significant 

decrease in the anti-inflammatory cytokine IL-10. What is also very interesting is that the 

expression of the main targets of AhR, CYP1A1 and CYP1B1, are enhanced by macrophages 



162 

 

from each donor under in response to NETs compared with the NETs purification buffer (Figure 

28C). 

Figure 28. NETs-regulated genes on macrophages. 

Human monocyte polarized M1-like macrophages of healthy subjects (n=5) were cultured in the 

presence of the NETs purification buffer or NETs prepared from one rheumatoid arthritis patient. RNA 

was extracted 6h later and RNAsequensing was performed. (A) heatmap of scaled expression of the 303 

differentially expressed genes in response to NETs (right) compared to the NETs purification buffer 

(left) (based on log2 fold change > +0.5 or < -0.5). (B) Volcano plot showing the distribution of the 186 

up-regulated genes (red) and 117 down-regulated genes (purple) out of the 2342 differentially expressed 

genes (black) in M1-like macrophages cultured with NETs compared to the NETs purification buffer 

(most significant genes are defined by a log2 fold change > +0.5 or < -0.5 and -log10 adjusted p value 

> 1.3 (i.e. p < 0.05). Each dot represents the expression of one gene on a pool of M1-like Mφ from 5 

healthy subjects. (C) Expression levels of TNFα, IL-1β, IL-23, HIF1A, IL-10, CXCL8, CCL8, CXCL1, 

CYP1A1 and CYP1B1 by M1-like Mφ cultured in NETs Buffer or NETs. Each line represents 

macrophages of a single donor. *, p < 0.05 (two-tailed paired t-test), *, p < 0.001 (two-tailed paired t-

test). NETs, neutrophil extracellular traps; buffer, NETs purification buffer. 

C 
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I.5 Discussion 

NETs are decondensed DNA filaments loaded with neutrophil proteins and secreted by 

neutrophils in the presence of inflammatory environment (Brinkmann et al., 2004). NETs are 

highly present in RA patients and their release is correlated with clinical and inflammatory 

parameters of RA (Khandpur et al., 2013; Pérez-Sánchez et al., 2017). Furthermore, 

macrophages are classified into two classes. Those that are rather pro-inflammatory (M1-like) 

and those that are rather anti-inflammatory (M2-like) (Mills et al., 2000). In RA, the phenotypic 

markers of both M1-like and M-2 like macrophages subsist (Ambarus et al., 2012b). 

Nevertheless, a pro-inflammatory profile of macrophages is predominant. Our hypothesis was 

then that NETs present in the inflammatory environment of RA patients might differentially 

activate macrophage subpopulations in a physiological context and in rheumatoid arthritis, with 

stronger activation of pro-inflammatory macrophages, this would explain the dominant pro-

inflammatory profile of macrophages in RA. Indeed, we have previously shown that RA NETs 

are more efficient in triggering activation of resting M0 macrophages than NETs from healthy 

individuals (Ribon et al., 2019). 

To further examine this hypothesis, we first differentiated monocytes into four 

macrophage subpopulations, including non-polarized macrophages (M0) in the presence of M-

CSF, proinflammatory macrophages (M1-like) in the presence of IFN-γ, and two types of anti-

inflammatory macrophages (M2-like), cicatricial macrophages (M2a-like) in the presence of 

IL-4 and immunoregulatory macrophages (M2c-like) in the presence of IL-10. The phenotype 

of these macrophages was then assessed by analyzing different typical markers of these 

subpopulations by flow cytometry (Ambarus et al., 2012a). Using a slightly modified protocol, 

we have shown that each macrophage subpopulation was characterized by a differential 

expression of the six markers used (suplementary figure 29). Especially an up-regulation of the 

TLR4 co-receptor CD14 for M0 macrophages, an up-regulation of the Fcγ type I receptor CD64 
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for M1-like macrophages, an up-regulation of the mannose receptor CD206 and the MAPK 

pathway inhibitory receptor CD200R for M2a-like macrophages and finally, an overexpression 

of the Fcγ type II (CD32) and III (CD16) receptor, for M2c-like macrophages (supplementary 

figure 29B). It is important to remember that it is the combination of the differential expression 

of these six markers that characterizes a macrophage subpopulation.  

The different macrophage subpopulations were then cultured with NETs. Macrophages 

from healthy subjects were always cultured with NETs from healthy subjects and macrophages 

from RA patients were cultured with NETs from RA patients. 

In this study, we showed that NETs activate and induce a pro-inflammatory profile on 

resting macrophage subpopulations. Indeed, all macrophage subpopulations, including M2a-

like and M2c-like macrophages, described as anti-inflammatory (Mantovani et al. 2004), 

secrete the pro-inflammatory cytokine IL-8 (Figure 16) and TNFα (data not shown) in response 

to NETs. Because the only difference in the composition of NETs and the purification buffer is 

the presence of neutrophils, we can exclude contamination by endotoxins. 

Reciprocally, M2-like macrophages decrease inflammation by secreting IL-10, an anti-

inflammatory cytokine that reduces the production of IL-6, IL-1, and TNFα by pro-

inflammatory macrophages (Fiorentino et al. 1991). Our results show that NETs only induce a 

minimal IL-10 secretion (Figure 17). Thus, in addition to inducing pro-inflammatory cytokines 

in all macrophage subpopulations, NETs do not induce anti-inflammatory cytokine production 

by pro-inflammatory macrophages and M2c-like macrophages, tending the balance toward pro-

inflammatory activation. As shown in supplementary figure 30, the IL-8/IL-10 secretion ratio 

induced by NETs is largely in favor of IL-8 in all resting macrophage subpopulations, especially 

in pro-inflammatory macrophages. 
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NETs also have an established anti-inflammatory effect because they decrease the 

secretion of the pro-inflammatory cytokine IL-6 by LPS-stimulated M0 Mφ (Ribon et al., 

2019). Our results showed that NETs counteract this anti-inflammatory effect. In fact, very 

surprisingly anti-inflammatory M2c-like macrophages are resistant to NETs anti-inflammatory 

activity (Figure 21). Moreover, the induction of IL-10 by LPS on M0 and M1-like macrophages 

is decreased by NETs, while M2c-like and M2a-like macrophages do not modulate IL-10 

secretion (Figure 22). Additionally, all subpopulations, including M2-like macrophages show 

an additive effect of NETs and LPS on the secretion of the pro-inflammatory cytokine IL-8 

(Figure 23), leading to very high levels compared with other cytokines (Figure 23).  

We conclude that NETs alter the balance between pro- and anti-inflammatory cytokine 

secretion in favor of the induction of inflammation. In fact, NETs activate pro-inflammatory 

macrophages and significantly decrease the anti-inflammatory properties of M2-like 

macrophages, especially M2c-like macrophages (the typical IL-10 producers). Indeed, in 

response to NETs, M2c-like macrophages produce pro-inflammatory mediators and decrease 

the production of the anti-inflammatory IL-10. They are in addition resistant to the anti-

inflammatory effect of NETs when they are stimulated with LPS and simultaneously increase 

LPS-induced IL-8 release.  

Since macrophages induce a highly inflammatory profile in RA (De Rycke et al., 2005) 

and NETs activate a pro-inflammatory profile on macrophages, we hypothesized that NETs 

more significantly promote inflammation through macrophages from RA patients than from 

healthy subjects.  

We showed that the pro-inflammatory effect of NETs on macrophages is more prominent 

in RA patients than in healthy subjects. In fact, interestingly the level of IL-8 induction is higher 

in anti-inflammatory M2c-like resting macrophages from RA patients than M2c-like resting 
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macrophages from healthy subjects (Figure 19). Furthermore, LPS-stimulated M1-like and 

M2a-like Mφ from RA patients and not from healthy subjects are resistant to the anti-

inflammatory effect of NETs on IL-6 secretion (Figure 24). Moreover, LPS-stimulated M1-like 

macrophages from healthy subjects do not modulate IL-8 secretion, whereas those from RA 

patients increase IL-8 secretion in the presence of NETs (Figure 26), showing a NETs-induced 

aggravation of inflammation in RA. 

Next, we examined the macrophages activation mechanism by NETs. NETs are 

composed of DNA decorated with neutrophil proteins. DNA or proteins present in NETs can 

potentially be recognized by macrophages and activate them. TLR9 is a DNA receptor present 

on macrophages. We have previously suggested that macrophage activation by NETs is not 

mediated by endosomal TLRs, as blocking endosomal acidification did not affect macrophage 

activation by NETs (Ribon et al., 2019). Nevertheless, there are also plasma membrane TLR9s 

(Lindau et al., 2013) and we hypothesized that these TLR9s could recognize DNA from NETs. 

Using macrophages from WT and KO-TLR9 mice, we showed that macrophage activation by 

NETs is not mediated by TLR9 (Figure 27A). 

Similarly, C1q can bind to NETs and we supposed that C1q could associate to its receptor 

on macrophages and activate them. By culturing macrophages with NETs from WT or C1q-KO 

mice, we showed that it is not the C1q present on the NETs that activates or is recognized 

macrophages (Figure 27B). As we have previously shown that C1q enhances the effect of NETs 

on macrophages this suggests that this is mediated by cell-free C1q binding to NETs and not 

by C1q released in association with NETs. 

 Finally, we studied the pathways induced in NETs-stimulated macrophages. We have 

shown that this activation involves several genes involved in the exacerbation of inflammation 

in RA (Figure 28). Indeed, we found an increase of several pro-inflammatory cytokines (TNFα, 
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IL-23, IL-1β, IL-1α, IL-6R) and genes involved in the recruitment of new immune cells and 

thus an exacerbation of inflammation (CXCL8, CCL8, CCL3 and CCL1). There is also an 

enhanced expression of factors involved in hypoxia, such as HIF1A, which is highly produced 

in the sublining layer of RA synovium and correlates with angiogenesis and inflammation 

induced in RA (Brouwer et al., 2009). There is also an increase in genes involved in 

osteoclastogenesis (TNFSF14), taking into account that osteoclasts are emblematic pathogenic 

cells of RA involved in bone resorption and bone destruction. Reciprocally, we observed a 

significant down-regulation of the anti-inflammatory gene IL-10.  In particular, there is a very 

important involvement of genes induced downstream of the AhR pathway (CYP1A1 and 

CYP1B1), AhR being a transcription factor mainly involved in cell detoxification, suggesting 

that NETs trigger that pathway. 

In conclusion, NETs unbalance the pro-/anti-inflammatory balance of macrophages in 

favor of an activation that exacerbates inflammation, especially in RA patients. Moreover, we 

show a new mode of activation of the AhR pathway never reported so far. 
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I.7 Supplementary data  

 

Figure 29. Phenotypic characterization of macrophage subpopulations. 

Human monocytes were differentiated during 7 days into M0 macrophages in the presence of M-CSF 

(n=5 independent experiments), into M1-like macrophages in the presence of IFN-γ (n=5), into M2a-

like macrophages in the presence of IL-4 (n=5) and into M2c-like macrophages in the presence of IL-

10 (n=5). They were then stained with monoclonal antibodies specific for the indicated markers and 

analyzed by flow cytometry (A and B). (A) differential expression of CD14, CD64, CD206, CD200R, 

CD16 and CD32 surface markers among the four macrophage subpopulations. (B) correlation matrix 

of macrophage membrane markers expression levels by each macrophage subpopulation. Each colored 

square illustrates the correlation between two parameters. Red color illustrates a strong positive 

correlation, and green color illustrates a strong negative correlation. Mφ, macrophage. 
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Figure 30. Determination of the secretory profile of macrophage subpopulations in response to 

NETs. 

Human monocyte-derived or -polarized M0 (n=26 independent experiment), M1-like (n=28), M2a-like 

(n=23), or M2c-like (n=29) macrophages (Mφ) of healthy subjects or rheumatoid arthritis patients were 

cultured in the presence of the purification buffer or NETs prepared, respectively, from healthy subjects 

and rheumatoid arthritis patients. IL-8 and IL-10 secretion was evaluated 24h later in the cell culture 

supernatants by ELISA. The IL-8/IL-10 ratio fold increase of the secretion levels of the pro-

inflammatory cytokine IL-8 versus the anti-inflammatory cytokine IL-10 was calculated for each 

macrophage subpopulations of each donor. Symbols represent individual and independent donor. 

Values are the mean and SEM of all donors. ***, p < 0.005 (Kruskal-Wallis test), ****, p < 0.0005 

(Kruskal-Wallis test). Mφ, macrophages. 
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Figure 31. NETs production and characterization. 

(A) Human neutrophils of healthy subjects or RA patients were activated by PMA to induce NETosis. 

After NETs induction, NETs were washed and treated neutrophils with DNase 1 to detach NETs. After 

a series of centrifugations to remove intact cells and cell debris, NETs were then collected. (B) Proteins 

present in NETs were analyzed by SDS-PAGE. C, NETs-derived DNA was assessed on agarose gel. D, 

NETs were quantified on a fluorometer by determining the DNA concentration using PicoGreen. Shown 

is one representative experiment of at least 40 independent experiments. NETs, neutrophil extracellular 

traps; Buffer, NET purification buffer; DNase 1, deoxyribonuclease 1 bp, base pair; KDa, kilodalton; ; 

PMA, phorbol myristate acetate. 
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II. Revue scientifique  

 

Dans cette revue nous avons discuté de l’hétérogénéité fonctionnelle des neutrophiles. Nous 

nous sommes particulièrement focalisés sur le rôle des NETs produits par ces cellules. Nous 

avons ainsi décrit les différents mécanismes de formation des NETs et leur implication dans la 

lutte contre les pathogènes envahisseurs, leurs fonctions délétères dans plusieurs pathologies et 

enfin leur implication dans la régulation de la réponse immune.  
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II.1 Summary 

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) represent one of the first lines of defense against 

invading pathogens and are the most abundant leukocytes in the circulation. Generally 

described as pro-inflammatory cells, recent data suggest that PMN also have 

immunomodulatory capacities. In response to certain stimuli, activated PMN expel neutrophil 

extracellular traps (NET), structures made of DNA and associated proteins. Although originally 

described as an innate immune mechanism fighting bacterial infection, NET formation (or 

probably rather an excess of NET together with impaired clearance of NET) may be deleterious. 

Indeed, NET have been implicated in the development of several inflammatory and 

autoimmune diseases as rheumatoid arthritis (RA) or systemic lupus erythematosus (SLE), as 

well as fibrosis or cancer. They have been suggested as a source of (neo)autoantigens or 

regulatory proteins like proteases or to act as a physical barrier. Different mechanisms of NET 

formation have been described, leading to PMN death or not, depending on the stimulus. 

Interestingly, NET may be both pro- and anti-inflammatory and this probably partly depends 

on the mechanism, and thus the stimuli, triggering NET formation. Within this review, we will 

describe the pro- and anti-inflammatory activities of NET and especially how NET may 

modulate both inflammatory and immune responses. 
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II.2 Introduction 

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) are classically defined as terminally 

differentiated, non-dividing cells and short-lived cells dying after a few hours. They represent 

more than 50 % of blood leukocytes and are described as typical pro-inflammatory cells. 

Actually, they are among the first cells recruited at inflammatory sites. PMN are often viewed 

as basic cells acting through elementary functions, namely phagocytosis, production of reactive 

oxygen and nitrogen species, release of granules containing proteases and antimicrobial 

peptides as well as secretion of chemokines and pro-inflammatory cytokines as IL-8 and TNF. 

Although they represent key innate immune cells involved in response to infections, PMN are 

also activated during sterile inflammation, e.g. in response to endogenous ligands and especially 

damage-associated molecular pattern (DAMP), and therefore can exert beneficial or detrimental 

and even pathogenic roles. Surprisingly, although PMN are described as pro-inflammatory 

cells, they were until recently relatively sparsely studied in inflammatory diseases like 

rheumatoid arthritis (RA) and systemic lupus erythematosus (SLE), on which we will focus in 

this review. PMN have gained more interest since the discovery of neutrophil extracellular traps 

(NET). Although the aim here is not to detail the different signaling pathways leading to NET 

formation, we will discuss critical points to avoid confusion with other biological processes. 

 

II.3 PMN: more sophisticated than believed 

However, vision on PMN has evolved during recent years. PMN have been reported to 

live up to 120 hours in vivo in zebrafish [1] while another group revealed an in vivo lifespan of 

5.4 days for human blood PMN [2]. Moreover, non-classical functions of PMN have been 

identified, suggesting these cells are more complex than anticipated. PMN may acquire 
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phenotypic and functional properties of antigen-presenting cells, as surface expression of MHC 

II and costimulatory molecules and antigen presentation [3-5], revealing plasticity of human 

and mouse PMN. Even cross-presentation was reported [6;7]. We and others have shown that 

human and mouse PMN produce type I interferon (IFN-I) upon activation [8-10]. Likewise, we 

have shown that PMN express a functional cell surface toll-like receptor (TLR) 9 [11]. 

Importantly, PMN communicate with several innate immune cell types, such as natural killer 

cells [12] and influence directly or indirectly adaptive immunity, thus linking innate and 

adaptive immunity. Indeed, PMN interact and activate dendritic cells (DC) [12], whereas PMN 

and the pro-inflammatory Th17 lymphocytes chemoattract each other [13]. Interestingly, it is 

clear now that PMN also have immunomodulatory functions. Thus, there are B cell-helper PMN 

supporting antibody secretion through BAFF production [14]. Our data indicate that DAMP-

activated PMN secrete soluble CD66b (soluble CEACAM8) [15], which is known to 

costimulate B lymphocytes or inhibit TLR2 response. Even IL-10-producing regulatory PMN 

have been described [16]. We have also reported that PMN cooperate with regulatory T 

lymphocytes to sustain the activity of the latter [17]. 

 In addition to non-classical functions, neutrophil heterogeneity has become apparent 

with the description of PMN sub-populations in blood and tissues. First, Puellmann et al. 

reported a sub-population expressing a functional T-cell receptor leading to IL-8 secretion upon 

specific engagement [18]. More recently, PMN-DC hybrids with mixed phenotype and activity 

have been described [19]. One may anticipate that some of the above different functions may 

be attributed to neutrophil subsets, which however still have to be characterized. 

 Interestingly, particular functions or subsets have been identified in inflammatory 

conditions or specific pathologies, especially inflammatory autoimmune diseases. Thus, RA 

PMN differentiate into DC-like cells [20] and express RANKL [21] which play a key role in 

osteoclastogenesis. Moreover, PMN from RA patients express BAFF and IFN-α [22]. Synovial 
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fluid PMN from RA patients have a higher capacity to express cell surface MCH II and to 

induce T cell proliferation [23]. In psoriasis patients, skin PMN express IL-17 [24]. Regarding 

subsets, low-density granulocytes (LDG) with pro-inflammatory properties were first observed 

in SLE [25]. LDG are also present in RA patients and present different characteristics compared 

with autologous classical RA PMN, e.g., altered transcriptome and lower NET formation in 

response to phorbol myristate acetate (PMA) [26]. Then, a neutrophil population inhibiting T 

cell proliferation has been observed during systemic inflammation in healthy donors following 

endotoxin challenge [27]. More recently, immunosuppressive CD10+ PMN inhibiting IFN-γ 

production by T lymphocytes have been discovered in inflammatory conditions, namely 

granulocyte colony-stimulating factor-treated donors [28]. PMN represent thus a heterogeneous 

population. 

 Among the new neutrophil functions described during the last two decades, the 

formation of NET is particularly intriguing and exciting. It became a topic with intense research 

and is of particular interest in the field of inflammatory autoimmune diseases. It has also 

generated debates and controversies, especially potential NET triggers as well as mechanisms 

leading to NET formation, pathways involved and the methods to identify, characterize or 

analyze NET. The implication of NET in pathological conditions has shed new light on PMN, 

especially in SLE and RA. Here we will discuss the impact of NET on immune and 

inflammatory responses as well as the pathogenicity of NET, with a special focus on these two 

diseases. 
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II.4 Understanding properly NET formation and NETosis 

NET were first discovered in 2004 by Volker Brinkmann and colleagues [29]. They have 

shown that stimulation of neutrophils with PMA, lipopolysaccharide (LPS) or IL-8 induces the 

release in the extracellular environment of structures composed of nuclear DNA filaments 

decorated with histones, namely chromatin, and granular proteins but devoid of membrane. 

Importantly, these fibers are capable of trapping and killing gram-positive and gram-negative 

bacteria, making this process a new approach to the neutralization and removal of pathogenic 

bacteria by neutrophils. Since this work, the composition and role of NET have received a lot 

of interest and have been discussed and better characterized [30]. In fact, in addition to bacteria, 

NET are involved in host defense against fungal [31;32] and parasitic [33] infections. They also 

have antiviral properties [34]. Therefore, it has been proposed that NET are one of the means 

used by PMN to degrade microbes that have a too large diameter to be phagocytosed [35]. 

NET bind to pathogens by electrostatic interactions between NET-histones or NET-DNA 

and the membrane of microbes and thus prevent their dissemination. Once pathogens are 

captured, NET inactivate their virulent factors and eliminate them. To do this, numerous 

proteins have been shown associated with NET. Indeed, Urban et al. identified twenty-four 

proteins in PMA-induced NET, including some cytoplasmic proteins [36]. Interestingly, it has 

been demonstrated that, the antimicrobial effect mediated by NET passed especially through 

histones [29], cathelicidin (LL37 in humans) [37] as well as calprotectin (S100A8/A9) [36]. 

Some of these proteins kill microbes by forming membrane pores. Similarly, an antimicrobial 

activity has been reported for DNA [38]. Reciprocally, as a defense mechanism, bacteria have 

developed evading strategies against NET, e.g. via the secretion of nucleases [39]. And in turn, 

LL37 confers resistance of NET against bacterial nucleases [40]. 



184 

 

After NET extrusion in Brinkmann's original model, neutrophils die by a new process 

called NETosis which differs from apoptosis or necrosis [41]. This classical mechanism is 

triggered by PMA, LPS, IL-8 or some viable bacteria and occurs in 2-4 hours. This is the 

canonical mechanism and is sometimes named suicidal NETosis. However, it is known now 

that several mechanisms and pathways are involved in NET formation [42;43], depending on 

the stimulus, and not all of them leads to cell death. The latter alternative mechanisms are named 

vital (or live) NETosis. Likewise, other NET-inducing stimuli have been discovered. Further 

investigation is required to determine to which extent the different mechanisms are linked to 

the physiological function of NETosis, i.e. antimicrobial activity. 

Thus, the term “NETosis” should only be used when NET extrusion is accompanied with 

neutrophil death, or at least “suicidal” or “vital” should be included. Otherwise, the correct term 

is "NET formation" [30]. 

NET formation is triggered by several stimuli: parasites [44], immobilized immune 

complex (IC) [45], activated platelets [46], cytokines like IL-8 [29], bacteria like 

Staphylococcus aureus and their products such as LPS [41], Candida albicans [47;48] or HIV-

1 [34]. However, the most used in vitro is PMA, which induces classical NETosis. PMA 

activates protein kinase C which in turn activates mitogen-activated protein kinase signaling 

pathway and then the multimeric NADPH oxidase (NOX) complex [49]. NOX produces 

reactive oxygen species (ROS) which are both required for NETosis [41]. ROS primarily trigger 

the dissociation and activation of neutrophil elastase (NE) from the azurosome complex, which 

translocates into the nucleus where it partially degrades histones, promoting partial 

decondensation of chromatin. Secondly, myeloperoxidase (MPO) enters the nucleus. It acts 

synergistically with already present NE to enhance chromatin decondensation independently of 

its enzymatic activity [50;51]. MPO is however required for NETosis as PMN from MPO-

deficient individuals fail to form NET in response to PMA [48]. Some non-PMA NET inducers 
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activate peptidyl-arginine deiminase 4 (PAD4), which citrullinates e.g. histones, inducing the 

reduction of the positive charges of these proteins, their destabilization and a greater chromatin 

decondensation [52]. In response to PMA, histone citrullination is very low, but detectable in 

primary human PMN. More recently, it has been shown that NETosis is dependent on 

gasdermin D [53] and that neutrophils that enter NETosis also activate aspects of cell cycle 

signaling such as cyclin-dependent kinases 4 and 6 without DNA replication and cytokinesis 

[54]. In addition, NETosis may involve necroptosis signaling pathway [55] and autophagy [56]. 

All these molecular events lead to chromatin decondensation and disintegration of the nuclear 

envelope. As a result, the cytoplasm and karyoplasm become intertwined, the plasma membrane 

ruptures, and NET are released into the extracellular space [41]. 

Regarding vital NETosis, it can be accomplished by rapidly (one hour) ejecting 

mitochondrial DNA bound to granular proteins in a ROS-dependent manner [57]. Indeed, 

mitochondrial NET are generally produced after priming PMN with GM-CSF, followed by 

stimulation with LPS or complement factor 5a (C5a) and preserves membrane integrity. The 

question is whether this mechanism refers to NET formation or defective mitophagy (see 

below) [58]. Non-suicidal pathways of genomic NET formation have also been described. 

Indeed, activation of PMN by Staphylococcus aureus in vivo and in vitro results in nuclear 

condensation which is followed by the separation of inner and outer membranes of nucleus. 

Subsequently, transport vesicles containing nuclear DNA are formed and burgeon through the 

plasma membrane into the extracellular space, without breach of the plasma membrane in rapid 

kinetics (5-60 minutes). Once in the external environment the vesicles rupture and NET are 

released [59;60]. This mechanism is NOX-independent and bactericidal. Intact anuclear PMN 

or cytoplasts have been observed in vivo and may retain some functions, such as chemotaxis 

and phagocytosis. However, citrullination levels were not evaluated in these two models. 
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The function of PAD4 in NET production is the subject of much discussion, especially in 

the field of RA (see below). Some studies suggested the need for PAD4 to induce NET 

formation in response to specific stimuli [61-63]. Citrullination of histone H3 was even 

observed in response to PMA [61]. However, other reports highlight that NET are normally 

formed in the absence of functional PAD4 [43]. This may be explained firstly by the fact that 

not all NET activators induce histone citrullination [43]. The latter study suggests that 

citrullination occurs during NET formation, but that PAD activity is not necessary. 

Furthermore, the presence of citrullinated histones on NET may be the result of extracellular 

citrullination by PAD2 (which is also expressed by PMN) and PAD4 enzymes, which are 

released from the cytoplasm when neutrophils are activated [64]. Finally, the role of PAD4 in 

neutrophil physiology is not limited to citrullination. PAD4 may be involved in NETosis 

independently of citrullination. PAD4 associates with and activates NOX2 but activated PAD4 

prevents the association of the NOX complex, which is essential to produce NET by certain 

stimuli such as PMA [65]. The confusion may also come from the variety of stimuli described 

which are not always specific for NETosis. 

These divergences on the mechanisms of NET induction (vital NET or by NETosis) have 

resulted in several studies confusing NETosis with other extra-cellular DNA induction 

mechanisms, such as leukotoxic hypercitrullination (LTH) and defective mitophagy. LTH is a 

strategy used by pathogens to eliminate target cells or host immune cells. It is induced by 

proteins that form transmembrane pores (either bacterial toxins or host perforins and 

complement), causing a large influx of ions into the cytosol of the target cells and cytolysis. 

The increase in intracellular calcium induces an abnormally high activation of PAD, and histone 

hypercitrullination [66]. This mechanism is mimicked in vitro by stimulating PMN with 

calcium ionophores and leads to nuclear DNA release. It is NOX-independent and not 

bactericidal. NETosis, on the contrary, is a strategy developed by the cells in order to eliminate 
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pathogens [29]. NET release does not necessarily result in intracellular calcium influx [43] or 

citrullination [43;67]. On the other hand, mitophagy is a control mechanism for removing 

damaged mitochondrial components [68]. However, this mechanism is inefficient in human 

PMN, leading to extrusion of mitochondrial DNA and proteins (defective mitophagy) [69], 

which is a normal process, but may be enhanced in response to inflammatory signals like LPS 

and C5a [57]. Moreover, when mitochondrial DNA undergoes oxidation, it is transported to 

lysosomes for degradation [69]. However, in IFN-I-primed healthy PMN and lupus PMN, this 

transport is defective after stimulation with immune complexes. As a result, oxidized DNA 

accumulates in the mitochondria and is finally extruded as an oxidized mitochondrial DNA-

protein complex (also classified as defective mitophagy) which is interferogenic [69]. Release 

of this DNA has no antimicrobial activity and is dependent on mitochondrial ROS, and not on 

NOX as in mitochondrial NET [57]. Thus, although LTH and defective mitophagy differ from 

NETosis, the question remains whether the material extruded may be classified as NET. Indeed, 

PMN stimulations with calcium ionophores [42;43] or GM-CSF/C5a [57] release complexes 

made of granular proteins associated with nuclear or mitochondrial DNA, respectively. 

 

II.5 Involvement of NET formation in diseases 

For the reasons mentioned above, we focused here on studies either using classical NET 

inducers or depicting well characterized NET and not studies dealing only with extracellular 

DNA release. 

To support a physiological role of NET, the existence of NET in vivo was first 

demonstrated in shigellosis in rabbits and in human appendicitis [29]. Moreover, NET were 

shown to enhance bacteria trapping in vivo in mice upon cooperation with platelets activated 
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through TLR4 [70]. Then, vital vesicular NETosis was confirmed in vivo during Gram-positive 

skin infections in mice and humans [60]. 

However, besides the physiological and protective effects of NET in response to invading 

pathogens, NET have been described in several diseases, especially in inflammatory and/or 

autoimmune diseases and fibrosis. NET can be beneficial and protective, e.g. through anti-

inflammatory activity, but in most cases they have a detrimental and pathogenic role in these 

diseases where they stimulate immune responses through their pro-inflammatory, antigenic 

(which is particularly true in RA and SLE) and immunogenic activities. NET work as a source 

of autoantigens and DAMP or may even be considered as DAMP themselves. As such, they 

may be key endogenous ligands involved in sterile inflammation. 

Thus, in gout, monosodium urate crystals induce NET formation [71] which limits 

inflammation [72]. Likewise, in patients suffering from chronic granulomatous disease, 

characterized by NOX2 mutations, ROS-dependent NET formation is impaired and results in 

recurrent bacterial and fungal infections. These patients are also more prone to develop 

autoimmune syndromes [73], suggesting a protective role of NET. 

On the contrary, a pathogenic role of NET has been reported during fibrosis, where pro-

fibrotic agents trigger NET and then NET activate fibroblasts and differentiation in 

myofibroblasts with increased collagen production [74]. In biopsies from patients with lung and 

skin fibrotic lesions, NET were detected close to fibroblasts. Moreover, NET are involved in 

thrombus formation by inducing platelet activation and aggregation, as well as fibrin deposition, 

and are detected in deep vein thrombosis in baboons [75]. Likewise, NET are involved in 

severity of sterile lung inflammation in mice [76]. During inflammation, NET may lead to 

vascular occlusion and organ damage, which is normally controlled by extracellular 

deoxyribonucleases [77]. NET also impair wound healing, especially in diabetes [78] where 
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PMN from patients extruded more DNA spontaneously or after ionomycin stimulation. 

Likewise, PMN from healthy individuals extruded more DNA in response to PMA or 

ionomycin when exposed to high glucose concentration. It should be noted that glucose alone 

also stimulated DNA release. Thus, altered metabolic regulation, e.g. via the glycolytic 

pathway, may predispose PMN to form NET. Furthermore, energy metabolism and 

mitochondria involvement in NET release is supported by the fact that glycolytic ATP 

production is required for NET formation after GM-CSF priming and subsequent C5a 

stimulation [79]. Indeed, PMN lacking the mitochondrial protein OPA1 have a decreased ATP 

production through glycolysis and fail to release NET. 

Regarding inflammatory autoimmune diseases (Table 1), NET are also present in skin 

biopsies from psoriatic patients and contain the pro-inflammatory cytokine IL-17A, which is 

involved in psoriasis pathogenesis [24]. Similarly, NET were observed in situ in lesional skin 

biopsy of patients with bullous pemphigoid and blister fluids from patients induces NET 

formation ex vivo [80]. Interestingly, in autoimmune small-vessel vasculitis, anti-neutrophil 

cytoplasmic antibodies (ANCA) trigger in vitro formation of NET which are found deposited 

in inflamed kidneys of patients [81]. Moreover, injection of NET-loaded DC induce ANCA 

production in mice [82]. In a mouse model of atherosclerosis, NET are induced by cholesterol 

crystals, leading to Th17 activation and participate in plaque formation [83]. Particularly, it is 

now believed that NET may also play a pathogenic role in SLE or RA, as a result of increased 

NET formation, decreased clearance or altered composition. In SLE, a PMN sub-population 

(LDG) has a higher capacity to form NET in response to PMA and NET are detected in skin 

and kidney lesions from patients [84]. Moreover, sera from a subgroup of lupus patients have 

an impaired NET-degrading activity, which correlates with high titers of anti-double stranded 

DNA autoantibodies (precisely a lupus marker) [85]. However, in different experimental lupus 

models, using NOX2-deficient or PAD4-deficient mice, NET have been suggested to be 
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protective [86-88]; nevertheless, NOX2 and PAD4 are also involved in cellular processes other 

than NET formation. Similarly, RA PMN produce more NET, either spontaneously or in 

response to LPS and NET are present in rheumatoid nodules [89]. In addition, we and others 

have shown that anti-citrullinated protein antibodies (ACPA)-rich IgG purified from RA 

patients bind to NET [89;90] or even induce NET formation [89], ACPA being RA-specific 

autoantibodies. Likewise, RA sera bind to activated PMN and NET [91] and monoclonal 

antibodies generated from RA synovial B lymphocytes have a strong reactivity against 

citrullinated histones and PMA-induced NET [92]. As NET formation is associated with 

citrullination (at different levels) in response to some stimuli, NET may be a source of RA 

autoantigens and either the targets of ACPA or even the autoantigen triggering ACPA 

production. Interestingly, in a RA mouse model consisting of HLA-DR4-transgenic in which 

fibroblast-like synoviocytes loaded with RA NET were injected in the synovial space, animals 

develop ACPA and show impaired cartilage integrity, without however overt arthritis [93]. 

 

II.6 Impact of NET formation on the regulation of immune and 

inflammatory responses 

Anew we focused here on well characterized NET structures containing DNA and 

proteins, or induced by well characterized NET inducers, essentially PMA, LPS, crystals, 

autoantibodies/immune complexes, cytokines but also calcium ionophores. Indeed, although 

calcium ionophore-induced NET has been suggested as a different process [58], they contain 

extracellular DNA co-localized with chromatin and NE [43]. Likewise, although structures 

made of mitochondrial DNA usually do not contain granular proteins, they may play an 

important role in SLE (especially when enriched in oxidized DNA). Only PMN stimulated with 

GM-CSF and then LPS or C5a produce such NET containing MPO and NE [57] but this 



191 

 

stimulus is rarely used to analyze effects of NET on immune cells. Thus, NET containing 

mitochondrial DNA were also suggested as resulting from a different process [58] but will be 

mentioned due to their potential pathogenic activity in SLE in response to disease-associated 

stimuli like ribonucleoprotein (RNP)-containing immune complexes or anti-RNP 

autoantibodies. Moreover, we focused on data generated with primary cells and not cell lines, 

either for generating NET or for cells targeted by NET. The data described here refer to the 

immunomodulatory activities of NET rather than their role as autoantigens. 

Using a short differentiation protocol (3 days with M-CSF), NET have been shown to 

be taken up by human monocyte-derived macrophages [94]. Healthy donor NET did not induce 

(either pro- or anti-inflammatory) cytokine secretion by resting macrophages from healthy 

donors, although a slight but significant induction of IFN-α was observed, and was thus 

described as a silent process (Figure 1). Nevertheless, concentrations of NET used to stimulate 

macrophages were not indicated. Interestingly, NET-mediated induction of IFN-α was also 

reported for healthy donor plasmacytoid DC (pDC) [95]. Likewise, stimulation of healthy donor 

monocyte-derived DC with NET from healthy donors was not associated with DC activation as 

estimated by HLA-DR and CD80/83/86 expression [96]. Cytokine secretion is reported to be 

unaffected. 

On the contrary, using a 6-day differentiation protocol, we have shown that NET from 

healthy donors induce the secretion of pro-inflammatory cytokines, but not IL-10, by resting 

M-CSF-differentiated monocyte-derived macrophages [90]. Activation was associated with 

HLA class I and class II as well as CD86 up-regulation. A similar pro-inflammatory response 

was triggered by healthy donor NET on unprimed healthy donors PMN. One plausible 

hypothesis to explain the difference with above results is that highly mature or differentiated 

macrophages are more responsive to NET. However, and in agreement with our results and a 

pro-inflammatory response induced by NET, Farrera and Fadeel reported that although NET do 
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not trigger cytokine secretion by macrophages, they potentiate IL-1β, TNF and IL-6 secretion 

by LPS-stimulated macrophages [94]. Interestingly, NET also influence cells from adaptive 

immunity. In healthy individuals, NET can directly prime resting CD4+ T lymphocytes [97]. 

NET-induced activation is TCR-dependent but does not trigger T-cell proliferation. In 

coculture, NET induce cluster formation, upregulation of the activation markers CD25 and 

CD69, and phosphorylation of the TCR-associated signaling kinase ZAP70 in CD4+ T cells. 

Moreover, NET increase T-cell responses to specific antigens, making T cells capable of being 

activated by sub-optimal stimuli. Although NET-primed T lymphocytes do not proliferate, in 

the presence of resting DC and without specific antigens (a condition which does not induce 

resting T-cell activation), resting CD4+ T cells proliferate and secrete IFN-γ. Importantly, this 

study also confirms indirectly the stimulatory potential of NET on DC. Indeed, when cocultured 

with DC and only in the presence of NET, both unprimed purified CD4+ and CD8+ T cells 

were activated. Regarding CD4+ lymphocytes, NET trigger activation of both naïve and 

memory cells in the presence of DC. Likewise, in bulk PMBC without previous NET priming, 

CD4+ and CD8+ T lymphocytes are activated by NET, which is probably enhanced by DC and 

other antigen-presenting cells [97]. Likewise, NET are able to trigger polyclonal activation of 

memory B lymphocytes from healthy individuals and to induce total IgG secretion [98]. Using 

complexes made of purified DNA and granular proteins (especially LL37) to mimic NET, 

authors have shown that these structures are internalized and activate B lymphocytes partly in 

a TLR9-dependent manner. 

Besides their physiological capacity to trigger immune cell activation, similar properties 

of NET have also been reported in different pathological situations. First of all, we and others 

have reported that in vitro PMN from RA patients release more NET than PMN from healthy 

individuals, either spontaneously or after stimulation [89;90;99]. Similar results were obtained 

in the mouse collagen-induced arthritis model in which bone marrow PMN from diseased mice 
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produce more NET in vitro than PMN from normal mice [99]. Likewise, freshly isolated lupus 

LDG (but not classical PMN from SLE patients or healthy individuals) have an enhanced 

capacity to form NET in vitro [84]. Particularly, we have recently shown that RA NET are more 

efficient in activating macrophages and PMN than healthy donor NET, leading to the secretion 

of the pro-inflammatory cytokines IL-8, IL-6 and the key RA cytokine TNF [90]. These data 

indicate that, in RA, NET formation is increased, and that NET are more active than in healthy 

individuals. Similarly, NET from RA patients have been shown to activate (although 

moderately) myeloid DC from healthy volunteers, and with a higher activity than healthy donor 

NET, as shown by HLA-DR/CD86 upregulation and IL-6/TNF secretion [99]. In RA, 

autoantibodies induce NET formation in vitro and RA NET stimulate fibroblast-like 

synoviocytes (the cells invading cartilage in RA) to secrete IL-6 and IL-8 [89] and to upregulate 

MCH class II upon internalization of NET [93], leading to presentation of NET peptides and T-

cell activation. Similarly, in an in vitro mouse cell culture model, ovalbumin-loaded DC have 

a higher capacity to stimulate ovalbumin-specific CD4+ T cells from OT-II mice when DC are 

treated with NET from collagen-induced arthritis mice as compared to NET from control mice, 

as shown by the increased frequency of IFN-γ-producing Th1 cells [99], demonstrating 

increased antigen-presenting cell functions after NET treatment. Likewise, NET-recognizing 

antibodies are detected in SLE patients [85] and lupus NET spontaneously produced by LDG 

stimulate IL-1β and IL-18 secretion by LPS-primed macrophages from healthy individuals 

[100]. Mature (cleaved) IL-1β was secreted and associated with caspase-1 activation, indicating 

inflammasome involvement. In addition, NET induced in PMN from healthy donors and SLE 

patients increase calcium flux in macrophages from healthy donors and SLE patients, whereas 

NET spontaneously formed by lupus LDG were less efficient [101]. NET induced in classical 

SLE PMN also trigger TNF and IL-6 secretion in lupus macrophages, and especially TNF, but 

also IL-10, secretion in response to NET was higher in lupus macrophages versus normal 
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macrophages. In support of a pathogenic role of NET in SLE, LDG-derived NET impair 

endothelium-dependent vasorelaxation in vitro [102]. In addition, lupus anti-RNP 

autoantibodies induce formation of NET containing LL37, a DNA-binding protein facilitating 

DNA uptake by pDC, in SLE but not healthy PMN [103]. Those anti-RNP-induced lupus NET 

trigger the activation of healthy pDC and the secretion of IFN-α, a key lupus cytokine, in a 

TLR9-dependent manner [103]. Likewise, PMN stimulated with RNP-containing immune 

complexes release oxidized mitochondrial DNA inducing IFN-α production in PBMC in a 

STING-dependent manner [104]. Such complexes are also spontaneously released by lupus 

LDG. Lupus patients produce also circulating ANCA, e.g. anti-LL37 antibodies. Importantly, 

in ANCA-positive SLE patients but not in healthy donors, anti-LL37-induced NET (which also 

contain LL37) trigger the production of ANCA, and especially anti-LL37 antibodies, by 

memory SLE B cells in an antigen-dependent manner [98]. Similarly, type 1 diabetes is a Th1-

mediated autoimmune disease. In monocyte-derived DC cultures with autologous NET, patient 

NET contribute to a significant increase in DC maturation markers, inflammatory cytokine 

production as compared to normal NET-DC cultures. DC capacity to induce IFN-γ-producing 

T lymphocytes (both Th1 and CD8+ cells) was enhanced in DC-T cell cocultures with patient 

NET and this does not result from the direct effect of NET on T cells. Using RNA-seq analysis, 

patient NET were shown to downregulate TGF-β while upregulating IFN-α in healthy donor 

DC [105]. 

In addition to direct effects on cells, NET can also act indirectly via immune complexes. 

Indeed, as evoked above, NET are also targets of autoantibodies in several diseases (e.g. ACPA 

in RA, NET-binding antibodies in SLE, ANCA in patients with vasculitis) although those 

antibodies are not always characterized. For example, what is recognized in NET by lupus 

autoantibodies is not clear (DNA? or are they true “anti-NET” antibodies recognizing tertiary 

NET structure?). In RA, there are probably also non-ACPA antibodies binding to NET. Among 
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classical ANCA, anti-proteinase 3 and anti-MPO are the most frequent autoantibodies. NET 

are thus a source of autoantigens. These immune complexes may become pathogenic upon 

recognition through Fc receptors. NET can also become more active in immune complexes. In 

SLE, anti-LL37 antibodies induce formation of NET containing LL37 [95]. Although NET 

alone stimulate pDC to secrete IFN-α, this secretion is strongly enhanced in the presence of 

anti-LL37 antibody, which is abrogated by a TLR9 inhibitor [95]. As other immune complexes, 

NET-containing immune complexes may bind complement and be even stronger recognized by 

cells expressing complement receptors. 

On the contrary, NET may be anti-inflammatory or may at least limit inflammation in 

some circumstances. Indeed, we have shown that NET inhibit the response of LPS-stimulated 

macrophages, leading to reduced IL-6 (but not IL-8 or TNF) secretion, whereas IL-10 secretion 

was enhanced [90]. This was observed with both NET from healthy individuals or RA patients 

and on both macrophages from healthy individuals or RA patients. Interestingly, although NET 

activate also resting PMN, LPS-stimulated PMN are not responsive to inhibition by NET [90]. 

Similarly, NET from healthy individuals partly inhibit LPS-induced maturation of normal 

myeloid DC, as shown by reduced HLA-DR, CD40, CD80 and CD86 upregulation as well as 

reduced secretion of both pro-inflammatory (e.g. TNF or IL-8) and immunomodulatory 

cytokines (IL-10) [96]. This was associated with a lower ability of DC to stimulate CD4+ 

lymphocyte proliferation and altered CD4+ lymphocyte polarization (reduced IL-10 and 

Th1/Th17 cytokine secretion, increased Th2 cytokines). Such inhibitory activities of NET on 

myeloid cells were not observed by Farrera et al., especially not the impaired IL-6 secretion by 

LPS-stimulated macrophages [94]. This might be explained by the different protocol used to 

differentiate macrophages from monocytes in that study, harvesting macrophages after 3 days 

instead of 6 days, which probably generates less differentiated cells. The lower differentiation 
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status of those macrophages might also explain why they do not respond directly to NET in the 

absence of LPS. 

Finally, NET are immunomodulatory by targeting directly key immune proteins. Free 

NET (not only NET-containing immune complexes) bind the C1q complement protein and 

activate the complement cascade, leading to the production of the C5a anaphylatoxin [106]. 

Thus, non-degraded NET may participate in complement consumption and inflammation in 

SLE. These NET-complement complexes may also be recognized by cells expressing 

complement receptors. On the opposite, in some circumstances NET directly degrade some 

PMN-derived cytokines, especially pro-inflammatory cytokines and chemokines (as well as IL-

10), conferring anti-inflammatory properties to NET. This may happen only at sites where PMN 

are highly concentrated, generating aggregated NET, as observed in gout tophi where 

monosodium urate crystals induce NET formation [72]. This mechanism depends on NET-

associated serine proteases; PMN from patients affected by Papillon-Lefèvre syndrome, 

characterized by nonfunctional PMN serine proteases and intense periodontal inflammation, 

produce NET unable to degrade inflammatory mediators [107]. 

It should be noted that although NET directly act on different immune cell types, resulting 

in enhanced or impaired cell activity, those effects can be modulated by cofactors able to bind 

NET, such as C1q and LL37 which recognize DNA, provided the target cells express cell 

surface receptors for C1q or LL37 [90]. 

 

II.7 What have we learned from in vitro studies? 

The numerous data described in the present review clearly indicate that NET are 

extracellular structures composed of DNA and a set of proteins that may vary depending on the 
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stimuli, the physiological or pathological context and, accordingly, to the pathways and/or the 

mechanisms triggered during NET formation, although many of these proteins are overlapping. 

Some of them may be modified or altered, either by post-translational modifications (e.g. 

citrullination), partial degradation or cleavage as observed with histones [36]. Therefore, the 

simple measure of cell-free DNA, without at least testing whether DNA forms complexes with 

proteins and testing known NET proteins (or even better characterizing associated proteins) 

should not be used as a surrogate to estimate the presence of NET in biological fluids or cell 

culture supernatants. Likewise, citrullinated histone H3 is found during NET formation, but not 

in response to all stimuli, and therefore is not a clear NET marker. Moreover, citrullination of 

histones is not only and specifically induced during NET formation and thus additional tools 

have to be used simultaneously to refer to NET. As an alternative, NET-detecting sandwich 

ELISA have been developed that measure extracellular complexes made of DNA and MPO or 

NE. This approach is more NET-specific but might also only partly reflect the extent of NET 

formation. Indeed, these ELISA may only detect NET induced by some stimuli and they assume 

that such complexes are only released during NET formation and not during other cellular 

processes or by monocytes which also express MPO. 

Regarding in vitro cell activation assays with NET prepared from isolated neutrophils, it 

is preferable to use NET obtained from adherent activated PMN (detached by vigorous pipetting 

or mild nuclease digestion) rather than NET-containing cell culture supernatants to avoid 

transferring on target cells the stimulus or e.g. cytokines induced by that stimulus. Likewise, 

adding target cells directly on adherent NET is not recommended as some NET-inducing 

stimuli or cytokines induced may adhere to plastic [90]. These approaches can however be used 

for NET staining, screening of NET-recognizing antibodies and eventually for memory B-cell 

restimulation. 
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In all cases, we suggest using primary PMN instead of cell lines and, when working with 

mouse PMN, Ly-6G+ and not Gr-1+ cells should be used [108]. For cell activation assays, NET 

prepared from highly purified PMN should be used. 

Although PMA is the best characterized inducer of NET (especially NETosis), using 

more physiological stimuli to analyze the impact of NET in different mechanisms and 

pathologies would be important for a better understanding. However, it is also one of the most 

often used inducers because it triggers high levels of NET formation. Some bacteria or LPS-

derived bacteria would represent an alternative and are also strong inducer, but they are not 

more relevant for the study of inflammatory and autoimmune diseases in which these bacteria 

do not represent a natural trigger or when pathogenic mechanisms are mediated by sterile 

inflammation. Moreover, using bacteria or LPS is technically limiting when analyzing the 

consequences of NET on immune and inflammatory responses, as many immune cells (e.g. 

PMN, monocytes, dendritic cells, lymphocytes) do respond to LPS. Finally, there are not so 

many natural and disease-specific or even disease-associated NET stimuli described. In SLE, 

stimulation of PMN with anti-RNP antibodies or RNP-containing immune complexes leads to 

the release of NET made of oxidized mitochondrial DNA which are interferogenic. However, 

the question is again whether we should consider this mechanism as NET formation or defective 

mitophagy. In RA, some cytokines or autoantibodies have been reported to induce NET, 

however often at low levels. 

 

II.8 Conclusions 

The data described here raise several questions. Other cell types (eosinophils, basophils, 

monocytes) have been reported to release extracellular traps or DNA. As their composition may 
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differ from NET, their capacity to modulate immune cell responses and their role in 

inflammatory and/or autoimmune diseases should be tested. Likewise, as PMN sub-populations 

have been described in blood and tissues, it would be interesting to compare activities of NET 

prepared from these different PMN subtypes, first in healthy individuals, and then in patients 

suffering from different inflammatory and/or autoimmune diseases. Activities of NET are 

probably influenced by their composition. NET content and NET-associated proteins were 

originally characterized by immunofluorescence in NET induced in vitro with normal PMN 

[29]. NET composition was confirmed on PMA-stimulated healthy PMN by mass spectrometry 

analysis and proteins were quantified by immunoblotting [36]. Then, proteomic analyses on 

total blood PMN revealed that NET composition differs in healthy individuals according to the 

stimulus used (PMA vs. calcium ionophore) [109]. Similar results were obtained with normal 

PMN stimulated with PMA, calcium ionophore or LPS but showing in addition that post-

translational modifications of NET proteins are influenced by the stimulus [110]. Moreover, 

NET composition also slightly varies according to diseases, as shown with NET induced in 

vitro by PMA or calcium ionophore on RA versus SLE PMN [109]. Likewise, in vitro, RA-

associated stimuli as TNF, rheumatoid factor and RA IgG induce NET with different 

compositions in PMN from healthy individual [89]. Moreover, IgM rheumatoid factor induce 

NET containing citrullinated proteins in control PMN [93]. In SLE, NET induced in vitro by 

LPS stimulation contain lower amounts of ubiquitinated proteins [101]. Likewise, using PMA-

stimulated PMN, it has been shown that NET composition is modified in SLE patients as 

compared with healthy individuals and even characterizes different SLE subsets, especially 

those with severe disease i.e. with nephritis [111]. Particularly, NET from patients with active 

SLE are enriched in IL-17A and tissue factor, as evidenced by immunofluorescence and 

immunoblotting [112]. Replicating proteomic analyses with NET induced by physiological and 
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disease-related stimuli would support hypotheses on NET functions. These data suggest that 

epigenetic modifications might also control NET activities and need to be further investigated. 

Interestingly, similar properties have been reported for NET and extracellular chromatin. 

Cell-free chromatin is detected e.g. in SLE and RA patients. In SLE, circulating mono- to oligo-

nucleosomes are present at higher concentrations compared with healthy individuals [113;114] 

and deposit in kidneys and skin, two target organs in patients. Nucleosomes are key lupus 

autoantigen and IgG3 anti-nucleosome autoantibodies are associated with active disease [115]. 

Similarly, chromatin is present in the synovial fluid of inflamed joints in RA patients [116] and 

deposit in affected joints [117]. We have previously shown that extracellular nucleosomes 

represent a DAMP directly activating DC [118] and PMN [119] in healthy individuals as well 

as SLE and RA patients, without requiring immune complex formation, suggesting a potential 

early pathogenic role. In PMN, nucleosomes trigger soluble CEACAM8 release [15], the 

secretion of pro-inflammatory cytokines, NET formation and even IFN-α secretion [120] in a 

TLR9-independent manner [121]. Part of circulating nucleosomes might derive from NET, 

especially from the smooth stretches which are probably only composed of histones and DNA 

and have dimensions similar to nucleosomes as evidenced by field emission scanning electron 

microscopy, in contrast to globular domains [36]. Cell and tissue origin of circulating 

nucleosomes and/or NET might be determined by analyzing nucleosome positioning [122]. 

In conclusion, NET are not only antimicrobial but also antigenic, immunogenic and 

pro/anti-inflammatory by exposing immunomodulatory molecules, and as extracellular 

nucleosomes, NET may behave as a DAMP depending on the microenvironment. 
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Table 1. Involvement of NET formation in inflammatory and autoimmune diseases. 
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Figure 32. Direct effects of NET on myeloid cells. 

Direct interaction of NET (pink arrows) on different cell types and its consequences in the absence (blue 

arrows) or presence (green arrows) of LPS. Effects of NET-containing immune complexes are not 

depicted. Data are pooled from human studies, both in healthy individuals and patients with 

inflammatory autoimmune diseases. Mechanisms highlighted as stronger in patients as compared with 

healthy individuals refer to data with either NET from patients or target cells from patients. HD, healthy 

donor; LPS, lipopolysaccharides; mDC, myeloid dendritic cells; MΦ, macrophages; PMN, 

polymorphonuclear neutrophils; pre-MΦ, macrophages obtained after only 3-day differentiation, RA, 

rheumatoid arthritis; SLE, systemic lupus erythematosus; T1D, type 1 diabetes. 
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La PR est une pathologie inflammatoire chronique et auto-immune. Sa prévalence est 

d’environ 0.5 à 1% de la population adulte mondiale. Elle se caractérise par une activation 

excessive du système immunitaire inné et adaptatif, une présence importante d’auto-anticorps, 

notamment les ACPA et une hyperplasie de la membrane synoviale aboutissant à terme à la 

destruction du cartilage et de l’os. La PR provoque chez le patient un gonflement, une 

déformation et des douleurs articulaires pouvant mener à une perte de fonction de l’articulation 

touchée. Elle peut également avoir des atteintes extra-articulaires et peut-être associées à des 

complications cardiovasculaires, qui sont associées à un mauvais pronostic vital (Radner et al., 

2017). De ce fait, la compréhension de sa physiopathologie est d’une importance majeure.  

Dans la PR le système immunitaire inné et adaptatif est défaillant. Au cours de ma thèse, 

je me suis particulièrement intéressée à l’impact majeur des cellules immunitaires myéloïdes, 

les neutrophiles et les macrophages dans cette maladie.  

Les macrophages sont des cellules myéloïdes impliquées dans de nombreux processus 

pathologiques de la PR. En effet, dans cette maladie, les macrophages infiltrent de façon 

importante l’articulation et présentent un profil hautement inflammatoire (De Rycke et al., 

2005). Ils augmentent notamment la production de cytokines pro-inflammatoires. 

Parallèlement, ils diminuent la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires. Ils induisent 

également des niveaux élevés de chimiokines qui augmentent l’afflux des cellules lymphoïdes 

et myéloïdes sur le site inflammatoire. Ils expriment en parallèle des récepteurs aux chimiokines 

qu’ils produisent, ce qui favoriserait leur propre rétention dans les tissus enflammés, exacerbant 

ainsi le contexte inflammatoire. Ils sont aussi de puissants sécréteurs de ROS, d’RNS, de 

facteurs de croissance, de MMP et d’autres médiateurs inflammatoires qui jouent un rôle clé 

dans la PR. Enfin, ils présentent les peptides arthritogènes aux lymphocytes T qui s’activent à 

leur tour et stimulent les lymphocytes B qui produisent des auto-anticorps, entretenant le 

contexte auto-immun de la PR. Enfin, les macrophages peuvent directement se différencier en 

ostéoclastes, lesquels, jouent un rôle direct dans la destruction osseuse (Adamopoulos et al., 

2006).  

Concernant les neutrophiles, Ils représentent jusqu’à 80% des cellules immunitaires 

recrutées dans l’articulation lors de la PR. Ils contrôlent de nombreux processus pro-

inflammatoires. Celui sur lequel je me suis focalisée est la production de NETs.  
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Les NETs sont des filaments d’ADN décondensés associés à des protéines 

neutrophilaires. Ils sont relargués par les neutrophiles dans le milieu extra-cellulaire en présence 

entre-autres de stimuli pro-inflammatoires. Ils ont été décrits la première fois en 2004 par 

Brinkmann et al (Brinkmann et al., 2004). Cette équipe a démontré que les NETs sont capables 

de former un maillage qui piège et qui tue les bactéries Gram positives et Gram négatives, 

faisant de ce processus une nouvelle approche d'élimination des bactéries par les neutrophiles. 

Depuis, de multiples rôles essentiels des NETs ont été proposés, notamment dans l’induction et 

l’aggravation de pathologies auto-immunes, dont la PR (Kambas et al., 2014; van der Linden 

et al., 2018; Carmona-Rivera et al., 2020).   

Les NETs jouent des fonctions clés dans la PR. Ils sont détectés dans le liquide synovial 

des patients (Khandpur et al., 2013) et les niveaux de leurs produits dérivés dans l’articulation 

sont corrélés aux paramètres cliniques, au statut auto-immun et oxydatif de la maladie (Pérez-

Sánchez et al., 2017).  

Les NETs contribuent au développement de la PR de plusieurs manières. Ils 

favoriseraient la réponse auto-immune, puisqu’ils sont chargés de nombreuses protéines 

citrullinées qui seraient ensuite une source d’auto-antigènes ou une cible des ACPA (Carmona-

Rivera et al., 2017). Ils présentent aussi plusieurs enzymes granulaires à leur surface qui 

dégradent directement les composants du cartilage et de l’os (Carmona-Rivera et al., 2020). 

Enfin, les NETs augmentent la réponse pro-inflammatoire caractéristique de la PR. En effet, Ils 

favorisent la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et l’expression de marqueurs 

d’activation sur les macrophages non polarisés et les neutrophiles (Ribon et al., 2019). Tenant 

compte de cette dernière caractéristique, nous avons émis l’hypothèse que les NETs 

exacerbaient l’effet pro-inflammatoire induit par les macrophages lors de la PR. Cette 

hypothèse est confortée par le fait que les NETs sont composés d’ADN et de protéines et que 

des récepteurs à l’ADN et aux protéines chargées sur les NETs sont exprimés par les 

macrophages. Ainsi, les NETs pourraient se lier aux macrophages qui sont recrutés de façon 

accrue dans l’articulation des patients et activer leur profil très inflammatoire. 

Par ailleurs, les macrophages sont subdivisés en plusieurs sous-types. Les macrophages 

M0 (non polarisés), les macrophages M1-like (pro-inflammatoires) et les macrophages M2-like 

(anti-inflammatoires). Dans la PR, des macrophages avec des phénotypes M1-like et M2-like 

subsistent (Ambarus et al., 2012b). Néanmoins, comme nous l’avons décrit, c’est le profil pro-

inflammatoire des macrophages qui domine. De plus, la stimulation des macrophages 
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synoviaux avec des inducteurs de macrophages M1-like active les fonctions pro-inflammatoires 

M1-like, tandis que l’activation de ces mêmes macrophages avec un inducteur de macrophages 

M2-like n’induit pas les fonctions régulatrices M2-like (Antoniv and Ivashkiv, 2006). Ceci nous 

a amenés à supposer que l’activation des macrophages dans la PR par les NETs se ferait de 

façon différentielle sur les sous-populations de macrophages pro- et anti-inflammatoires, avec 

une activation plus importante des macrophages M1-like. Enfin, nous avons analysé le 

mécanisme d’activation et les voies induites via l’activation des macrophages par les NETs, 

dans le but de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles dans la PR. 

 

I. Caractérisation des macrophages et préparation de NETs 

D’abord, nous avons différencié des monocytes de sujets sains ou de patients atteints de 

PR en différentes sous-populations de macrophages. Le protocole utilisé afin d’induire des 

sous-populations de macrophage est celui décrit par Ambarus et al (Ambarus et al., 2012a). Il 

consiste d’abord à pré-cultiver les monocytes pendant quatre jours avec le M-CSF, ensuite, 

suivant le sous-type de macrophage voulu, nous avons ajouté pendant 72 heures, du M-CSF, de 

l’IFN γ, de l’IL-4, de l’IL-10 pour induire respectivement des macrophages M0, M1-like, M2a-

like et M2c-like. 

Le choix de ce protocole est conforté par plusieurs aspects: le M-CSF est un facteur de 

croissance qui contrôle le recrutement des monocytes de la circulation sanguine vers les tissus 

(Tagliani et al., 2011). Une fois recrutés, ces monocytes se différencient en macrophages. Ainsi, 

la préincubation des monocytes avec le M-CSF in vitro, nous a permis d’être au plus près de ce 

qui se déroule à l’état physiologique. Ensuite, pour la différenciation macrophagique, le M-CSF 

a été utilisé pour induire des macrophages M0, qui sont décrits comme des macrophages 

matures mais non polarisés (Jaguin et al., 2013). Les macrophages M1-like ont été induits par 

de l’IFN-γ, principale cytokine associée à une polarisation M1-like. Ils ont été appelés ainsi par 

analogie à la réponse Th-1 induite (Nathan et al., 1983; Mills et al., 2000). Les macrophages 

M2-like ont quant à eux été classés par analogie à la réponse Th2 induite (Mills et al., 2000). 

Ils sont tous anti-inflammatoires mais plusieurs classes sont décrites dans la littérature. Dans 

notre étude, nous avons décidé d’utiliser deux sous-types de macrophages M2-like, les M2a-

like et M2c-like. Les macrophages M2a-like sont polarisés par IL-4. Ils ont été décrits par 

l’équipe de Gordon. Ils sont considérés comme des macrophages cicatriciels, pouvant être 
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importants notamment pour le remodelage et la cicatrisation des tissus lésés (Stein et al., 1992). 

Nous avons également polarisé les monocytes en macrophages M2c-like, en utilisant de l’IL-

10. Ces macrophages sont notamment connus pour être immunorégulateurs. Ils suppriment 

entre-autres l’activation des macrophages pro-inflammatoires qui jouent un rôle principal dans 

la PR (Park-Min, Antoniv, and Ivashkiv, 2005).  

Afin d’évaluer le phénotype de ces macrophages, nous avons comparé l’expression des 

différents marqueurs caractéristiques de ces sous-populations, par cytométrie en flux (Ambarus 

et al., 2012a; Clavel et al., 2016). Nous avons ainsi analysé la présence des récepteurs Fcγ, qui 

lient les complexes immuns, provoquant la phagocytose des agents pathogènes. Nous avons 

évalué l’expression du récepteur aux mannoses, CD206, lesquels se lient directement aux 

mannoses et aux fructoses des agents infectieux afin de les ingérer. Nous avons vérifié la 

présence de CD200R, le récepteur inhibiteur des voies MAPK. Enfin, nous avons examiné 

l’expression de CD14, le corécepteur du LPS en association avec le TLR4. Les TLRs étant des 

récepteurs qui stimulent l’élimination des pathogènes par les phagocytes en collaborant avec 

d’autres récepteurs.  

Nous démontrons que chaque sous-population de macrophages est caractérisée par une 

expression spécifique des six marqueurs utilisés, avec notamment une up-régulation de CD14 

pour les macrophages M0, une surexpression des récepteurs Fcγ de type I (CD64, forte affinité 

aux IgGs) pour les macrophages M1-like, une augmentation de CD206 et CD200R pour les 

macrophages M2a-like et enfin, pour les macrophages M2c-like, une surexpression des 

récepteurs Fcγ de type II (CD32, moyenne affinité aux IgGs) et de type III (CD16, faible affinité 

aux IgGs), et une diminution de l’expression du CD64. Il est important de considérer que c’est 

la combinaison de l’expression différentielle de ces six marqueurs qui caractérise une sous-

population de macrophages.  

Les limites du modèle de polarisation macrophagique que nous utilisons résident dans 

le fait que c’est un modèle généré artificiellement in-vitro qui ne reflète pas complètement l’état 

des macrophages présents in-vivo. La polarisation des macrophages en un phénotype pro- ou 

anti-inflammatoire in-vivo est plus complexe, elle fait intervenir plusieurs médiateurs. En effet, 

les macrophages répondent au microenvironnement présent à l’état physiologique ou 

pathologique. En réponse à certains stimuli, comme les infections ou des blessures stériles, ils 

déploient des propriétés pro-inflammatoires qui sont essentielles à la défense de l’organisme 

contre tout agent pathogène. En réponse à un ensemble d’autres stimuli, ils développent des 
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propriétés anti-inflammatoires et immunorégulatrices qui permettent notamment de prévenir 

une activation exagérée du système immunitaire et qui sont responsables de la cicatrisation et 

du remodelage des tissus. 

Nous avons aussi produit, isolé et enrichi des NETs à partir de neutrophiles primaires 

humains et de souris, suivant un protocole établi dans notre laboratoire (Ribon et al. 2019). 

Plusieurs inducteurs de NETs sont connus, mais celui que nous avons utilisé est le PMA. Il a 

été employé initialement pour décrire le phénomène de production de NETs (Brinkmann et al., 

2004). C’est également le stimulus le plus caractérisé pour élucider la succession d’évènements 

qui mène à leur production. De plus, peu de stimuli naturels associés à la PR ont été décrits et 

les niveaux de NETs induits sont faibles. Bien que non physiologique, le PMA permet de mimer 

des niveaux de NETose intenses. Les NETs que nous induisons in vitro sont formés d’ADN et 

de protéines citrullinées de façon dépendante de la NOX (Ribon et al., 2019). 

Les NETs produits sont pour chaque donneur caractérisés et quantifiés. Nous avons 

analysé leur contenu protéique par SDS-PAGE. Nous avons notamment vérifié la présence de 

bandes entre 10 et 15kDa qui représentent les histones, ainsi qu’une bande à 75kDa qui semble 

refléter en partie la présence de la lactoferrine. Ces protéines sont connues pour se lier aux 

NETs et leur présence après stimulation au PMA a préalablement été vérifiée dans notre 

laboratoire par Western-blot. Nous analysons également l’ADN, qui a une taille entre 100 et 

400 paires de bases, sous forme de smear, sur gel d’agarose. De plus, nous avons quantifié à 

chaque fois l’ADN par fluorescence. La concentration d’ADN dans les NETs que nous avons 

produits est d’environ 12µg/ml. Une concentration estimée suffisante pour voir leurs effets en 

culture avec les macrophages.   

 

II. L’activation par les NETs induit un profil hautement inflammatoire des sous-

populations de macrophages. 

Notre hypothèse soutient que les NETs présents dans l’environnement inflammatoire 

activent de façon plus importante les macrophages pro-inflammatoires, ce qui expliquerait en 

partie le profil pro-inflammatoire dominant des macrophages dans la PR. Pour vérifier cette 

hypothèse, nous avons d’abord examiné l’effet des NETs sur toutes les sous-populations de 

macrophages de tous les donneurs confondus.  
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Les macrophages sont des cellules fortement adhérentes. La trypsine, une enzyme qui 

digère les protéines de la MEC et l’éthylènediamine tétraacétique (EDTA), un chélateur de 

cations divalents sont les plus utilisés pour détacher les cellules de leur support de culture. 

Cependant, la trypsine détériore les marqueurs membranaires. De ce fait l’analyse de certaines 

protéines membranaires par cytométrie en flux par exemple ne serait pas adaptée. Concernant 

l’EDTA, Il est généralement utilisé avec un temps d’incubation plus long, ce qui induit une 

forte toxicité cellulaire. De ce fait, pour analyser l’effet des NETs sur les macrophages, nous 

avons essentiellement examiné la production de médiateurs pro- et anti-inflammatoires par 

ELISA, dans le surnageant de culture. 

De manière intéressante, nos résultats montrent que les NETs favorisent un profil pro-

inflammatoire sur toutes les sous-populations de macrophages (M0, M1-like et M2-like). En 

effet, les sous-populations de macrophages au repos stimulées par les NETs, y compris les 

macrophages anti-inflammatoires M2a-like et M2c-like, produisent les cytokines pro-

inflammatoires IL-8 et TNFα (non montré). De plus, les NETs induisent la perte des propriétés 

anti-inflammatoires des macrophages M2c-like. Ces macrophages réduisent habituellement 

l’inflammation en sécrétant de l’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire qui diminue la 

production d’IL-6, d’IL-1 et du TNFα et d’autres médiateurs induits par les macrophages pro-

inflammatoires (Fiorentino et al., 1991; Park-Min, Antoniv, and Ivashkiv, 2005). L’IL-10 est 

notamment connu pour limiter l’inflammation dans les maladies auto-immunes, dont la PR 

(Iyer and Cheng, 2012). Nos résultats ont montré que les macrophages M2c-like ne sécrètent 

pas d’IL-10 en réponse aux NETs, contrairement aux macrophages M2a-like, faisant pencher 

la balance vers une activation pro-inflammatoire des macrophages par les NETs. 

Par ailleurs, les NETs ont également des propriétés anti-inflammatoires établies, 

puisqu’ils diminuent la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire IL-6 par les macrophages 

M0 stimulés au LPS (Ribon et al. 2019). Ces résultats seraient dus à un feedback négatif des 

macrophages lorsqu’ils sont exposés à de forts stimuli inflammatoires. En effet, dans la 

littérature il a été rapporté que la stimulation des macrophages par le LPS induit la production 

de la cytokine pro-inflammatoire IL-6. L’IL-10 est également produit par ces mêmes 

macrophages stimulés au LPS. Il a pour rôle de réguler de façon autologue l’inflammation 

induite par le LPS. En effet, il diminue la sécrétion d’IL-6 produite via une stimulation au LPS 

(Fiorentino et al., 1991). Nous avons alors supposé que l’ajout des NETs induirait le même 

phénomène de régulation autologue des macrophages. 
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Nos résultats ont confirmé cet effet anti-inflammatoire des NETs sur les sous-

populations de macrophages M0, mais aussi sur les macrophages M1-like et M2a-like. 

Néanmoins, de manière très surprenante, les macrophages anti-inflammatoires M2c-like 

stimulés au LPS ont été résistants à l’effet anti-inflammatoire des NETs, puisque les NETs ne 

réduisent pas la sécrétion d’Il-6. Donc l’effet des NETs sur les macrophages M2c serait en 

faveur d’un effet global pro-inflammatoire. 

D’un autre côté, nous montrons de façon intéressante que les macrophages M0 et les 

M1-like stimulés au LPS diminuent la sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 en 

réponse aux NETs. Pour ce qui est des macrophages M2-like, l’induction d’IL-10 par le LPS 

n’a pas été modulée en présence de NETs, ce qui diminue le potentiel régulateur de la cytokine 

IL-10 sur les macrophages exposés aux stimuli hautement inflammatoires. De plus, toutes les 

sous-populations de macrophages, y compris les macrophages M2-like, présentent un effet 

additif des NETs et LPS sur la sécrétion de la chimiokine pro-inflammatoire IL-8.  

Nous concluons alors que les NETs modifient l'équilibre de sécrétion des cytokines pro- 

et anti-inflammatoires en faveur de l'induction de l'inflammation.  

Il est important de noter que la sécrétion d’IL-8 par toutes les sous-populations de 

macrophages en réponse aux NETs serait très intéressante sur un site inflammatoire. En effet, 

l’IL-8 est responsable du recrutement des neutrophiles, elle pourrait entrainer un cercle vicieux 

de sur-recrutement de neutrophiles, qui produiraient des NETs, lesquels stimuleraient les 

macrophages à sécréter de l’IL-8, qui recruterait à nouveau des neutrophiles.  

En perspective, il serait intéressant de confirmer cet effet pro-inflammatoire dominant 

des NETs en examinant les marqueurs d’activation (HLA-DR, le CD40, le CD80/86) des sous-

populations de macrophages stimulés avec les NETs, en présence ou en absence de LPS. Nous 

allons également analyser si le phénotype des sous-populations de macrophages M2-like ne 

bascule pas vers un phénotype M1-like en présence de NETs. Enfin, pour déterminer les 

conséquences fonctionnelles de l’activation par les NETs, je ferai des réactions lymphocytaires 

mixtes avec des macrophages de sujets sains activés avec des NETs de PR et des LT afin de 

caractériser les populations activées (Th1, Th2, Th17, Tfh) par cytométrie en flux. Les mêmes 

expériences seront réalisées avec des cellules dendritiques, car également activées par les NETs, 

et particulièrement efficaces pour activer les LT. 
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III. Le profil pro-inflammatoire induit par les NETs est plus important dans les cultures 

de patients atteints de PR. 

Étant donné que les macrophages développent un profil pro-inflammatoire dans la PR 

et que les NETs favorisent largement cet aspect, nous avons supposé que les NETs activeraient 

de façon plus importante les macrophages de patients atteints de PR que ceux des sujets sains. 

Nous avons alors évalué la sécrétion de cytokines pro- et anti-inflammatoires par les sous-

populations de macrophages de sujets sains et de patients atteints de PR, en réponse aux NETs. 

Nous avons développé une stratégie lourde et originale dans laquelle des macrophages de 

patients sans biothérapies sont activés avec des NETs de patients sans biothérapies, en 

comparaison des macrophages de sujets sains activés par des NETs de sujets sains.  

Nous avons choisi de prendre dans notre étude des patients sans biothérapies positifs en 

ACPA pour éviter que les paramètres liés à la biothérapie en question interférent avec nos 

résultats.  

En ce qui concerne la cytokine pro-inflammatoire IL-8, nous avons montré qu’elle est 

produite par les macrophages au repos de sujets sains et de patients atteints de PR, en réponse 

aux NETs. Cependant, les NETs augmentent de manière plus importante le niveau de sécrétion 

d’IL-8 chez les macrophages anti-inflammatoires M2c-like de patients atteints de PR. Fait 

intéressant également, les macrophages M1-like des patients augmentent significativement la 

production d’IL-8 induite par le LPS, en présence de NETs, mais pas les macrophages M1-like 

de sujets sains, renforçant ainsi l’effet pro-inflammatoire des NETs dans la PR. 

Concernant la cytokine anti-inflammatoire IL-10, elle n’est pas induite en présence de 

NETs par les sous-populations de macrophages M0, M1-like et M2c-like au repos de sujets 

sains ou de patients atteints de PR. Nous avons cependant constaté une sécrétion significative 

d’IL-10 par les macrophages M2a-like de patients atteints de PR. Malgré cela, les macrophages 

M2a-like de patients stimulés au LPS perdent l’effet anti-inflammatoire des NETs, puisqu’ils 

ne diminuent plus la production d’IL-6 induite par le LPS, comme c’était le cas des 

macrophages M2a-like de sujets sains. Nous avons également fait la même observation pour 

les macrophages pro-inflammatoires M1-like. Concernant les macrophages M2c-like, ils ne 

diminuent pas la sécrétion d’IL-6 induite par le LPS, en présence de NETs, que ça soit pour les 

sujets sains ou les patients atteints de PR. 
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Toutes ces observations indiquent que l’effet pro-inflammatoire des NETs sur les 

macrophages est plus accentué chez les patients atteints de PR que chez les sujets sains. Dans 

les cultures de patients atteints de PR, les NETs activent les macrophages pro-inflammatoires 

et diminuent considérablement les propriétés anti-inflammatoires des macrophages M2-like 

(M2c-like notamment). En effet, en réponse aux NETs, les M2c -like de patients atteints de PR 

produisent des médiateurs pro-inflammatoires mais pas la cytokine anti-inflammatoire Il-10. Ils 

sont résistants à l’effet anti-inflammatoire des NETs lorsqu’ils sont stimulés au LPS et 

augmentent la sécrétion d’IL-8 induite par le LPS. Nous proposons alors que les macrophages 

M2c-like dans la PR pourraient perdre leur effet anti-inflammatoire, ceci pourrait expliquer, en 

partie, la présence des deux phénotypes (pro et anti-inflammatoire) et la domination du profil 

pro-inflammatoire des macrophages dans la PR.  

Afin de confirmer par une autre technique cet effet pro-inflammatoire des NETs sur les 

macrophages dans la PR, nous allons réaliser des cultures de macrophages de patients atteints 

de PR et de sujets sains avec leurs propres NETs et comparer l’état d’activation de ces 

macrophages en examinant l’expression des marqueurs d’activation (HLA-DR, le CD40, le 

CD80/86) et étudier le changement de phénotype des macrophages en analysant l’expression 

des marqueurs utilisés pour les caractériser ( CD16, CD32, CD64, CD14, CD206, CD200R) en 

cytométrie en flux. Nous pourrions également examiner leur aptitude à phagocyter des billes 

fluorescentes en présence de NETs par cytométrie en flux. Il serait également intéressant de 

comparer par cytochimie leur capacité à se différencier en ostéoclastes en présence de RANKL 

(cellules multinucléées et positives au marquage TRAP (tartrate-resistant acid Phosphatase)). 

En parallèle, nous allons effectuer une étude longitudinale, afin de comparer l’effet des NETs 

sur les macrophages avant et après l’administration des biothérapies.  

Pour expliquer les différences obtenues entre l’état d’activation des macrophages de 

patients atteints de PR et des macrophages de sujets sains, plusieurs hypothèses ont été émises, 

dont certaines vont être testées comme ci-dessous. 

En premier lieu, nous avons supposé que les macrophages de patients PR seraient plus 

actifs que les macrophages de sujets sains par le contexte arthrithogène et inflammatoire présent 

dans la PR. Cette hypothèse est partiellement écartée. En effet, les macrophages non polarisés 

(M-CSF) de sujets sains et de patients atteints de PR, au repos ou activés au LPS, répondent de 

façon similaire aux NETs de patients atteints de PR, ce qui montre que la réponse est 

indépendante du contexte physiologique des macrophages.  Ceci suggère que les différences 
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observées proviennent de la quantité ou la composition des NETs. Néanmoins, nous n’avons 

pas analysé toutes les sous-populations de macrophages. Ainsi, des résultats identiques doivent 

être confirmés avec des expériences de co-cultures de NETs de patients atteints de PR et des 

macrophages polarisés en M1-like, M2a-like et M2c-like au repos ou en présence de LPS, de 

patients et de sujets sains afin de totalement réfuter cette première hypothèse. 

En deuxième lieu nous supposons donc que ce sont les NETs de patients qui sont 

responsables de cette différence d’activation des sous-populations de macrophages des patients 

atteints de PR versus macrophages de sujets sains. Pour expliquer ce phénomène, nous 

proposons que ex-vivo, les NETs de patients pourraient exposer des protéines différentes 

(composition altérée ou modifications post-traductionnelles différentes) à leur surface ou bien 

une quantité plus importante de protéines, ce qui serait responsable d’une activation plus 

importante des macrophages.  

Pour étudier cette hypothèse, il sera nécessaire de comparer la composition protéique 

des NETs préparés à partir de neutrophiles purifiés des sujets sains versus des patients atteints 

de PR, stimulés au PMA. Ceci pourrait être fait par des expériences d’analyse protéomiques par 

spectrométrie de masse, qui vont nous permettre d’identifier mais aussi de quantifier les 

protéines chargées sur les NETs-PMA générés à partir de neutrophiles de patients atteints de 

PR en comparaison aux NETs-PMA préparés à partir de neutrophiles de sujets sains. De 

pareilles expériences ont préalablement été réalisées mais sur des NETs préparés à partir de 

patients atteints de PR en comparaison aux patients lupiques (Chapman et al., 2019). Cette 

équipe a stimulé les neutrophiles par le PMA pour induire des NETs et elle a montré que 

plusieurs protéines étaient différentiellement exprimées par les NETs de patients atteints de PR 

par rapport aux NETs de patients lupiques, comme la RNase2 qui était plus élevée sur les NETs 

de patients PR (Chapman et al., 2019). La composition protéique des NETs a aussi été comparée 

entre les NETs-PMA préparés à partir de neutrophiles de patients atteints de LES avec une 

glomérulonéphrite en comparaison à des patients lupiques sans glomérulonéphrite. Dans ce cas 

également la composition protéique des NETs est différente. Les NETs-PMA des patients 

lupiques avec une glomérulonéphrite et non ceux sans glomérulonéphrite contiennent des 

protéines modifiées post-traductionnellement, comme l'α-énolase méthyl-oxydée qui est 

reconnue par les IgG2 anti-α-énolase circulantes, ce qui montre que ces protéines contribuent à 

l'auto-immunité chez les patients lupiques avec glomérulonéphrite (Bruschi et al., 2019). De 

plus, selon la nature du stimulus utilisé, la composition protéique des NETs est différente et 

ceci pourrait avoir différents effets biologiques sur les sous-populations de macrophages, 
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indépendamment du contexte physiopathologique des neutrophiles (Chapman et al., 2019; 

Petretto et al., 2019). Il serait alors intéressant de vérifier la présence de protéines importantes 

dans la physiopathologie de la PR, sur des NETs générés avec différentes conditions (PMA, 

ionomycine, LPS, levures et si possible des stimuli associés à la PR). Il a récemment été montré 

par Western-blot que les PAD2 et PAD4, qui jouent un rôle clé dans l’induction de l’auto-

immunité dans la PR sont chargées sur les NETs-PMA produits à partir de neutrophiles de 

sujets sains (Spengler et al., 2015). Cependant, ces résultats n’ont pas été reproduits, parce que 

ni PAD2 ni PAD4 ne sont détectées en protéomique dans les NETs-PMA préparés de sujets 

sains ou de patients atteints de PR (données non montrées). De plus, l’immunisation des souris 

par les NETs n’a pas induit des anticorps anti-PAD2 et PAD4 (données non montrées). 

Chapman et al. également ont montré par spectrométrie de masse que PAD4 est chargé sur les 

NET-ionomycine mais pas les NET-PMA (Chapman et al., 2019). 

Enfin, les modifications post-traductionnelles, notamment la citrullination pourraient 

être différentes entre les NETs préparés à partir de neutrophiles de patients en comparaison aux 

sujets sains. Ces modifications pourraient être une source d’autoantigènes reconnus par les 

ACPA dans la PR. De ce fait, par des expériences de Western-blot, nous avons analysé la 

citrullination de l’histone H3 des NET-PMA. Il n’y a pas une forte citrullination des histones 

H3 dans les NET-PMA de sujets sains et de patients atteints de PR et la différence de 

citrullination entre les NET-PMA de sujets sains versus patients PR n’a pas été quantifiée 

(Ribon et al., 2019). La citrullination d’autres protéines candidates présentes sur les NETs 

pourraient être analysée sur les NET-PMA préparés à partir de sujets sains et de patients atteints 

de PR, comme la vimentine, la lactoferrine, la MPO et la NE. 

Dans le cas où nous identifierions des protéines discriminantes des NETs de patients 

atteints de PR, nous pourrions vérifier l’état d’activation des différentes sous-populations de 

macrophages en leur présence. Pour cela nous allons cultiver les quatre sous-populations de 

macrophages en présence de ces protéines et analyser par ELISA, ELISA multiplex ou qPCR 

la production de médiateurs pro- et anti-inflammatoires. Ces protéines, particulièrement celles 

modifiées post-traductionnellement pourraient également induire des auto-anticorps dans la PR. 

Pour le vérifier, nous allons adsorber ces protéines sur des plaques ELISA et tester si des IgGs 

purifiés à partir de patients atteints de PR ou les sera de patients reconnaissent ces protéines. 

Ensuite, nous pourrions également adsorber ces protéines sur des plaques de culture et former 

des complexes immuns avec les anticorps de patients afin d’analyser l’état d’activation des 
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sous-populations de macrophages en présence des complexes immuns formés. Toutes ces 

expériences seront réalisées ex-vivo. 

In-vivo, la quantité importante de NETs produite par les neutrophiles de patients atteints 

de PR pourrait être l’une des causes d’une activation exagérée des macrophages de patients par 

les NETs. En effet, les neutrophiles de patients PR produisent plus de NETs que les neutrophiles 

de sujets sains et ce, spontanément mais aussi en réponse au LPS (Khandpur et al., 2013) ou au 

PMA (Ribon et al., 2019). 

 

IV. Mécanisme d’activation des macrophages par les NETs. 

Nous avons étudié le mécanisme d’activation des macrophages par les NETs. Les NETs 

sont composés d’ADN décoré avec des protéines neutrophilaires. Notre hypothèse est que 

l’ADN ou les protéines des NETs pourraient se lier aux macrophages et les activer.  

Le TLR9 est un récepteur de l’ADNdb riche en motifs CpG-non méthylés (Kumagai, 

Takeuchi, and Akira, 2008). Il est exprimé dans les compartiments endosomaux des 

macrophages (Latz et al. 2004). Le TLR9 endosomal est actif à pH acide. Nous avons 

préalablement démontré que l’activation des macrophages par les NETs est indépendante de 

l’acidification endosomale, suggérant un mécanisme indépendant des TLR9 endosomaux 

(Ribon et al. 2019). Néanmoins, il existe également des TLR9 membranaires (Lindau et al. 

2013). Nous avons supposé que ces TLR9 pourraient reconnaitre l’ADN des NETs et activer 

les macrophages. Nous avons alors cultivé des macrophages préparés à partir de souris WT ou 

déficientes pour le TLR9 avec des NETs de souris naïves. Nous avons démontré qu’il n’y a pas 

de différence de sécrétion de cytokines par les macrophages WT ou KO-TLR9 en présence de 

NETs. Nous avons ainsi montré que l’activation des macrophages par les NETs ne passe ni par 

les TLR9 endosomaux ni par les TLR9 membranaires. Néanmoins, nous avons uniquement 

analysé la sécrétion des cytokines. Afin de confirmer nos résultats, des expériences 

supplémentaires pourraient être réalisées. En effet, nous pourrions analyser l’induction d’autres 

médiateurs inflammatoires comme la production de ROS, la capacité des macrophages à être 

activées et à présenter des antigènes en étudiant l’expression des marqueurs CMH II, CD80, 

CD86 et CD40. Enfin, nous pourrions étudier leurs propriétés phagocytaires.  
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Nous nous sommes intéressés ensuite au C1q, qui joue un rôle important dans la 

pathogenèse de la PR (Trinder et al., 1996, 1997; Trouw et al., 2013). Le C1q est le premier 

composant de la voie classique du complément. Il est constitué d’une région C-terminale 

globulaire (gC1q) et d’une queue N-terminale (cC1q) (Reid and Porter, 1976). La gC1q 

interagit avec les complexes immuns IgG/IgM-microbes et déclenche la cascade du 

complément qui détruit le pathogène. 

Le C1q peut également accrocher des particules des agents pathogènes de manière 

directe. En effet, il peut se lier par exemple à leur l’ADN via ses deux domaines cC1q et gC1q 

(Jiang et al., 1992; Garlatti et al., 2010). Enfin, le C1q peut s’associe à ses nombreux récepteurs 

présents sur les macrophages et déclenche leur activation (Bobak et al., 1987).  

Leffler et al ont montré que dans le lupus érythémateux systémique, le C1q se lie aux 

NETs et empêche leur dégradation par les DNases. Ceci pourrait faciliter la production d’auto-

anticorps contre les NETs et exacerber la sévérité de la maladie (Leffler et al., 2012). De plus, 

il a été montré par notre équipe que la culture des macrophages M0 avec des NETs et du C1q 

augmente la sécrétion d’IL-8. La préincubation des macrophages avec le C1q à forte 

concentration dans le but de bloquer les récepteurs du C1q sur les macrophages empêche la 

sécrétion de l’IL-8 (Ribon et al., 2019). Nous avons alors supposé que le C1q lié aux NETs lors 

de leur libération par les neutrophiles serait responsable de l’activation des macrophages par 

les NETs. De ce fait, nous avons cultivé des macrophages avec des NETs préparés à partir de 

souris WT ou KO-C1q. Nous avons montré que la production de MIP2 n’est pas modulée par 

les macrophages cultivés avec les NETs de souris KO-C1q par rapport aux NETs de souris WT. 

Nous avons donc conclu que, le C1q présent dans les NETs n’est pas à l’origine de l’activation 

des macrophages par les NETs.  

Le C1q peut être produit par les macrophages (Bobak et al., 1987). Il peut donc se lier 

aux NETs et activer les macrophages en autologue via leurs récepteurs. Néanmoins, nous avons 

exclu cette possibilité. En effet, j’ai cultivé des macrophages de souris WT ou KO-C1q avec 

des NETs et la sécrétion de MIP2 et TNFα est inchangée dans les deux conditions. C’est donc 

le C1q exogène, produit par d’autres cellules et fixé aux NETs, qui pourrait être à l’origine en 

partie, de l’activation des macrophages par les NETs. Cette hypothèse reste néanmoins à 

confirmer.  
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Le C1q est présent en très grand nombre dans le liquide synovial de patients atteints de 

PR (Sjöholm et al., 1986). Sachant que les NETs induisent un profil pro-inflammatoire sur les 

macrophages et que le C1q se lie aux NETs dans d’autres maladies (Leffler et al., 2012), nous 

supposons que le C1q présent en quantités importantes dans la PR lie l’ADN des NETs, le 

complexe NETs-C1q pourrait ensuite activer les macrophages en se liant aux récepteurs des 

C1q présents sur ces derniers. De plus, les NETs étant source d’auto-antigènes reconnus par les 

ACPA (Carmona-Rivera et al., 2017; Ribon et al., 2019), le C1q pourrait s’associer directement 

aux complexes immuns ainsi formés via la partie Fc des ACPA et activer les macrophages 

directement via leurs récepteurs au C1q. Cette hypothèse reste à explorer. Nous pourrions le 

faire en cultivant des macrophages avec des NETs ou des complexes immuns NETs-ACPA en 

présence ou en l’absence de C1q, puis examiner l’état d’activation de ces macrophages. 

Cibler les mécanismes d’activation des macrophages par les NETs dans la PR nous 

permettra d’atténuer l’inflammation induite par les macrophages dans cette maladie.  

De nombreux récepteurs à l’ADN et aux protéines chargées sur les NETs sont présents 

sur les macrophages et pourraient induire leur activation. Une étude suggère que l’activation 

des macrophages par les NETs pourrait passer par le récepteur cytosolique à l’ADN, le cyclic 

GMP-AMP synthase (cGAS). En effet, les auteurs ont montré que les macrophages internalisent 

les NETs et que les composants des NETs passaient des phagolysosomes au cytosol. Ils ont 

montré également que les NETs sont capables de reconnaitre cGAS. Chez la souris, les NET 

ont stimulé la production d’IFN de type I d'une manière dépendante de cGAS, ce qui suggère 

que cGAS agit comme un récepteur de NETs pour stimuler les réponses immunitaires (Apel et 

al., 2021). Cependant cela a été réalisé in-vivo et donc le type cellulaire responsable de 

l’induction de cette réponse immunitaire en présence de NETs n’a pas été identifié.  

Dans notre étude nous avons montré que l’activation des macrophages par les NETs ne 

passe pas par le TLR9 en utilisant des souris déficientes en TLR9 (membranaire et endosomal). 

Par ailleurs, Carmona-Rivera et al. ont montré que l’activation des FLS par les NETs passe par 

l’axe RAGE-TLR9 en utilisant le même protocole de production de NETs que celui de notre 

laboratoire et des antagonistes de TLR9. Ces résultats sont différents de ceux que nous avons 

obtenus sur les macrophages et ceci réside principalement dans le fait que ce n’est pas le même 

type cellulaire utilisé pour montrer l’activation d’une CPA par les NETs (Carmona-Rivera et 

al., 2017). De plus, l’utilisation de souris déficientes permet d’exclure de manière certaine 

l’implication de ce récepteur. 
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D’autres récepteurs à l’ADN sont présents sur ou dans les macrophages pourraient être 

étudiés. L’un d’eux est le récepteur AIM2 (absent in melanoma 2-like receptors). AIM2 est un 

capteur d'acide nucléique qui s'assemble en inflammasome. Pour rappel l’inflammasome est 

constitué d’un complexe multimérique engagé dans la défense immunitaire contre les agents 

pathogènes en induisant une mort cellulaire inflammatoire programmée appelée pyroptose. De 

nouvelles études ont démontré que la rupture de la membrane plasmique lors de la formation 

de NETs dépendante des ROS est médiée par la gasdermine D, reliant la formation de NETs à 

la pyroptose (Chen et al., 2018; Sollberger et al., 2018). Ceci suggère qu’un inflammasome 

pourrait être engagé dans l’activation de macrophages par les NETs. Pour vérifier cette 

hypothèse, il sera nécessaire de voir l’état d’activation des macrophages en présence de NETs 

et d’antagoniste de AIM2 ou d’utiliser des souris déficientes en AIM2.  

D’autres récepteurs à l’ADN présents sur les macrophages peuvent être engagé dans 

l’activation des macrophages par les NETs. Cependant, les NETs sont chargés de plusieurs 

protéines et l’activation des macrophages par les NETs pourrait passer par ces différentes 

protéines reconnues leurs récepteurs spécifiques 

 

V. Voies induites par l’activation des macrophages par les NETs 

Nous avons finalement étudié les voies induites par les macrophages stimulés aux NETs 

dans la PR. Pour ce faire, nous avons effectué une étude du transcriptome par RNAseq des 

macrophages M1-like de cinq sujets sains, en présence de tampon de purification de NETs ou 

en présence de NETs préparés à partir d’un seul patient atteint de PR.  

Nous avons utilisé des macrophages M1-like différenciés à partir de monocytes de sujets 

sains et non de patients atteints de PR. En effet, les monocytes et les macrophages de patients 

sont spontanément d'ores et déjà hautement inflammatoires par les différents stimuli de la PR, 

dont les NETs. De ce fait, les résultats qui auraient pu être obtenus après leur stimulation avec 

des NETs in vitro nous auraient probablement menées à tirer des conclusions à tort sur l’effet 

des NETs sur les macrophages dans la PR. Ensuite, c’est dû à un souci pratique. En effet, afin 

d’éviter les artéfacts, les cellules de tous les donneurs devaient être manipulées au même 

moment. Cependant, Il n’est pas possible d’avoir des échantillons de sang d’autant de patients 

PR sans biothérapie le même jour. Néanmoins, nous avons décidé d’effectuer notre expérience 

sur des macrophages M1-like, dont le profil est pro-inflammatoire, comme dans la PR. De plus, 



239 

 

les NETs utilisés pour activer les macrophages sont préparés à partir de neutrophiles d’un 

patient atteint de PR. Ainsi, nous avons seulement pu examiner l’effet des NETs, qui sont 

présents de façon importante dans la PR, sur des macrophages ayant un profil pro-

inflammatoire. 

  Nos résultats ont montré que l’activation des macrophages par les NETs induit 

l’expression de nombreux gènes impliqués dans l'exacerbation de l'inflammation constatée dans 

la PR. En effet, nous retrouvons une augmentation de plusieurs cytokines pro-inflammatoires 

emblématiques de la PR, comme le TNFα, IL-1β, IL-23, IL-1α et le récepteur à l’IL-6. Nous 

retrouvons aussi une diminution significative de la cytokine anti-inflammatoire IL-10, 

confortant ainsi nos résultats. En plus des cytokines, les macrophages M1-like stimulés avec 

des NETs augmentent l’expression des gènes impliqués dans l’infiltration des monocytes, 

neutrophiles et macrophages et la persistance des macrophages dans les tissus enflammés. C’est 

par exemple le cas de la CXCL8, CXCL1 et CCL8, qui sont présents de façon importante dans 

la PR et qui sont les chimioattractants majeurs des neutrophiles et des lymphocytes (Hou et al., 

2020). C’est aussi le cas pour le chimioattractant CCL3, qui en se liant à son récepteur CCR1 

et CCR5 est impliqué dans l’attraction des macrophages, des monocytes et des neutrophiles 

dans le site inflammatoire (Gibaldi et al., 2020). De plus, le taux de CCL3 est très élevé dans le 

liquide synovial ce qui stimule la production des cytokines TNFα, IL-6, IL-1β et RANKL, qui 

participent activement à la pathogenèse de la PR (Zhang et al., 2018). Les macrophages 

augmentent aussi la sécrétion de la chimiokine CCL1 en réponse aux NETs. Elle se lie à son 

récepteur CCR8. Elle a non seulement un rôle dans la chimiotaxie d’autres cellules sur le site 

inflammatoire mais c’est également un régulateur majeur de l’apoptose, ce qui induit  la survie 

et la persistance des cellules immunitaires sur le site enflammé (Ruckes et al., 2001; Spinetti et 

al., 2003).  

En réponse aux NETs, les macrophages augmentent des médiateurs hypoxiques 

importants dans la PR comme le HIF1α, un facteur de transcription induit en état d’hypoxie et 

de stress oxydatif (Haddad et Harb 2005). De plus, il a été démontré dans un modèle 

expérimental d’arthrites, la présence d'hypoxie dans les articulations enflammées avec une 

colocalisation de HIF-1α dans ces zones hypoxiques, suggérant que l'hypoxie peut induire 

l'expression de HIF-1α au cours de l'inflammation des articulations (Peters et al., 2004). De 

plus, HIF-1α est fortement produit dans la couche sous-jacente de la synoviale de la PR et son 

niveau d’expression est corrélé à l'angiogenèse et l'inflammation induites dans cette maladie 

(Brouwer et al. 2009). HIF1α contrôle le switch métabolique de la phosphorylation oxydative 
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vers la glycolyse anaérobique. Le métabolisme énergétique étant important pour la 

différenciation des sous-populations macrophagique, ce résultat pourrait être très important 

dans le profil pro-inflammatoire induit par les macrophages M2-like dans la PR. 

Les NETs sont également potentiellement responsables en partie de l’augmentation de 

l’érosion de l’os observée dans la PR. En effet, ils augmentent l’expression du TNFSF14, un 

membre de la famille du TNF, impliqué dans l'ostéoclastogenèse dépendante et indépendante 

de RANKL, et la destruction osseuse dans la PR (Edwards et al., 2006b; Ishida et al., 2009). 

De plus, les NETs réduisent l’expression de RGS18, la protéine régulatrice de l'activité de 

signalisation des protéines G. RGS18 est notamment impliquée dans la régulation négative des 

voies de signalisation qui mènent à l’ostéoclastogenèse (Iwai et al., 2007). 

CEACAM3 est une glycoprotéine exprimée exclusivement par les granulocytes. Elle est 

impliquée dans l’élimination des bactéries pathogènes indépendamment des opsonines 

(Schmitter et al., 2004). Nous démontrons ici que les macrophages expriment aussi CEACAM3 

et que les NETs induisent la diminution de son expression, ce qui favoriserait l’installation de 

foyers infectieux dans la PR. Tout en sachant que les NETs sont induits par certaines infections 

et plusieurs infections sont associées à un risque de PR.  

 Enfin, les macrophages M1-like stimulés avec des NETs induisent des gènes en aval de 

la voie AhR. L’AhR est un facteur de transcription qui active les gènes qui codent pour les 

protéines de détoxification telles que les cytochromes CYP1A1 et CYP1B1. Il peut lier 

plusieurs ligands, dont les métabolites du tryptophane. Selon son ligand et le 

microenvironnement dans lequel il se trouve, Il présente différents effets (Shinde and McGaha, 

2018). L’AhR à une fonction anti-inflammatoire (Ye et al., 2017). Il induit un feedback négatif 

des macrophages stimulés au LPS pour limiter l’inflammation. En effet, la production d'IL-6, 

du TNFα et d'IL-12 par le LPS est plus élevée dans les macrophages déficients en AhR que 

dans les macrophages de souris sauvage (Kimura et al., 2009). De plus, la production d'IL-10 

est plus faible dans les macrophages déficients en AhR que dans les cellules de souris sauvages 

(Kimura et al., 2009). Un autre groupe montre également que l’AhR diminue les facteurs de 

transcription des macrophages PU.1 et limite la différenciation des monocytes en macrophages 

(Shinde and McGaha, 2018). Cependant, l’AhR joue aussi un rôle pro-inflammatoire, 

notamment sur les lymphocytes T. En effet, les souris KO-AhR immunisées au collagène ont 

présenté des taux réduits de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1β et IL-6 (Nakahama 
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et al., 2011). De plus, la déficience d’AhR sur les lymphocytes T dans un modèle expérimental 

d’arthrite supprime le développement des arthrites (Nakahama et al., 2011). 

Nos résultats de RNAseq indiquent que plusieurs gènes en aval de la voie AhR sont 

induits (CYP1A1, CYP1B1, AOX1, GCLM et AKR1C1). Ceci est très intéressant, puisque cela 

peut représenter un mécanisme d'activation de ce facteur de transcription jamais démontré 

auparavant. Nous sommes en train de valider maintenant (avec le Dr. Elodie Segura, Institut 

Curie) l’implication de ce récepteur et de cette voie. Pour cela nous différencions des monocytes 

en macrophages avec du M-CSF ou du GM-CSF à partir de cellules de la moelle osseuse de 

souris sauvages et des souris déficientes en AhR sur les cellules myéloïdes (LysM-Cre 

Ahrflox/flox). Nous préparons également des NETs à partir des neutrophiles triés de souris 

sauvages. Par la suite nous stimulons les macrophages générés avec les NETs et nous analysons 

par qRT-PCR l’induction de CYP1A1 et de AhRR (aryl-hydrocarbon receptor repressor). Nous 

différencions également des monocytes humains en macrophages et nous les stimulons avec 

des NETs en présence ou en absence d’un antagoniste d’AHR (StemRegenin 1). Nous 

analysons par qRT-PCR l’expression de CYP1A1 et CYP1B1.  

Le rôle de l’engagement de la voie AhR par les macrophages stimulés aux NETs dans 

la PR reste à déterminer. Deux possibilités subsistent. La première hypothèse spécule que la 

voie AhR est stimulée afin d’induire un feedback négatif de l’activation par les NETs pour 

diminuer l’inflammation. Ce processus devrait être cependant déficient dans les macrophages 

des patients atteints de PR. Pour vérifier cette possibilité, il serait intéressant de comparer la 

sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires en réponse aux NETs in vitro, par des macrophages 

préparés à partir de souris naïves ou de modèles d’arthrite, en présence ou en l’absence de 

siRNA dirigés contre AhR.  

Récemment il a été montré que chez des souris déficientes en AhR, il y a une diminution 

des signes d'inflammations articulaires dans un modèle de souris arthritique K/BxN (Nehmar 

et al., 2021). Nous émettons alors une deuxième hypothèse. AhR pourrait être présent de façon 

plus importante chez les macrophages de patients PR et avoir un effet dans la physiopathologie 

de la PR. Pour examiner cette possibilité, nous allons analyser par cytometrie en flux, avec un 

marquage intra-cellulaire le niveau d’expression du récepteur AhR sur des macrophages de 

sujets sains et de patients atteints de PR, pour voir si les patients expriment de manière plus 

importante ce récepteur. Nous allons également examiner la possibilité de l’activation de 

médiateurs pro-inflammatoires par AhR en réponse aux NETs. Pour cela nous allons cultiver 
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des macrophages M1-like avec des NETs et analyser la sécrétion des médiateurs pro-

inflammatoires et l’état d’activation des macrophages en présence ou en l’absence de siRNA 

ciblant l’AhR. 

En conclusion, les NETs induisent un profil pro-inflammatoire, pro-oxydatif et pro-

érosif sur les macrophages, notamment ceux de patients atteints de PR. Les NETs modifient 

aussi les propriétés anti-inflammatoires des macrophages M2-like. L’activation des 

macrophages par les NETs ne passe pas par le TLR9 ni par le C1q présent dans les NETs. Enfin, 

une nouvelle voie d’activation des macrophages par les NETs a été mise en évidence, c’est la 

voie impliquant l’AhR. Son rôle dans la PR reste cependant à déterminer.  
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Résumé 

 

Les neutrophil extracellular traps (NETs) sont des filaments d’ADN décondensés 

chargés avec des protéines neutrophilaires, sécrétés par les neutrophiles. Dans cette étude, nous 

avons examiné l'impact des NETs sur différentes sous-populations de macrophages chez des 

individus sains et des patients atteints de polyarthrite rhumatoïde (PR). Nous avons également 

étudié le mécanisme d'activation des macrophages par les NETs et les voies déclenchées par les 

NETs dans les macrophages. Pour ce faire, des macrophages, pro- et anti-inflammatoires ont 

été induits à partir de monocytes sanguins purifiés de sujets sains ou de patients atteints de PR. 

Des NETs ont également été préparés à partir de neutrophiles sanguins autologues. Ces 

macrophages ont ensuite été caractérisés et mis en culture avec des NETs en présence ou en 

l'absence de LPS. Plusieurs médiateurs pro- et anti-inflammatoires ont été analysés en présence 

ou en l'absence de LPS. Le transcriptome des macrophages pro-inflammatoires cultivés avec 

des NETs provenant de patients atteints de PR a également été examiné. Enfin, l'implication du 

récepteur Toll-like 9 (TLR9) dans les macrophages et de la protéine du complément C1q dans 

les NETs a été déterminée. Nos résultats ont montré que les NETs induisent un profil de 

cytokines pro-inflammatoires sur les sous-populations de macrophages au repos, y compris 

celles décrites comme anti-inflammatoires, plus particulièrement chez les patients atteints de 

PR. En réponse au LPS, les macrophages de la PR sont résistants à l'activité anti-inflammatoire 

des NETs. L'activation des macrophages par les NETs n'est pas médiée par TLR9 dans les 

macrophages et ne dépend pas du C1q chargé sur les NETs. Les analyses RNAseq ont confirmé 

que les NETs activent les médiateurs pro-inflammatoires sur les macrophages mais diminuent 

l'activation des médiateurs anti-inflammatoires et indiquent qu'ils induisent également les gènes 

de la voie du récepteur d’aryl hydrocarbone.  

 

Abstract 

 

Neutrophil extracellular traps (NETs) are decondensed DNA decorated with proteins 

and released by neutrophils. In this study, we examined the impact of NETs on different 

macrophage subpopulations in healthy individuals and rheumatoid arthritis (RA) patients. We 

also studied the activation mechanism of macrophages by NETs and the pathways triggered by 

NETs in macrophages. Then, pro-, and anti-inflammatory macrophages were induced from 

blood monocytes purified from healthy subjects or patients with RA. NETs were also prepared 

from autologous blood neutrophils. These macrophages were then characterized and cultured 

with NETs in the presence or absence of LPS. Several pro- and anti-inflammatory mediators 

were analyzed in the presence or absence of LPS. The transcriptome of pro-inflammatory 

macrophages cultured with NETs from RA patients was also examined. Finally, the 

involvement of Toll-like receptor 9 (TLR9) in macrophages and of complement protein C1q 

inside NETs was determined. We have demonstrated that NETs induce pro-inflammatory 

cytokine profile on resting macrophage subpopulations, including those described as anti-

inflammatory, more especially in RA patients. In response to LPS, RA macrophages are 

resistant to the anti-inflammatory activity of NETs. Macrophage activation by NETs is not 

mediated by TLR9 in macrophages and is not dependent on C1q loaded on NETs. RNAseq 

analysis confirmed that NETs activate pro-inflammatory mediators on macrophages but 

decrease the activation of anti-inflammatory mediators and indicate that they also induce genes 

of the aryl hydrocarbon receptor pathway. 
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