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Introduction

Chapitre 1 : Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginogB. aeruginosa est une bactérie a Gram négatif appartenant a la

famille des Pseudomonadaceaeui inclut dix genres:Azomonas Azomonotrichon

Azorhizophilus Azotobacter Cellvibrio, Mesophilobacter Pseudomonas Rhizobacter

Rugamonas et Serpens.Le genre Pseudomonagsegroupe 7 espécesP. aeruginosa,

P. chlororaphis, P. fluorescens, Pertucinogena, P. putida, P. stutzest P. syringae.

P. aeruginosaest I'espece type du genRseudomonasSa taxinomie est présentée dans le

tableau | :

Tableau | : Taxinomie deP. aeruginosa

Regne :

Bacteria

Embranchement : Prokaryota

Division :

Classe :

Ordre :

Famille :

Genre :

Espece :

Proteobacteria
Gammaproteobacteria
Pseudomonadales
Pseudomonadaceae
Pseudomonas

aeruginosa
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Introduction

I- Caractéristiques générales :

I-1- Description :
P. aeruginosaest un bacille a Gram négatif non sporulant denédroite ou lIégérement
courbée. Il mesure de 1 a 5 um de long et de @,5uen de large (Figure 1). Bien que ce
pathogene, ayant un métabolisme oxydatif, soitkaérstricte, plusieurs isolats ont montré
une capacité a croitre en milieu anaéroBieaeruginosaest une bactérie motile grace a la
présence d'un flagelle monotriche polaire. Cettetdrée est catalase positive et oxydase
positive. Elle posséde une versatilité nutritiofmeemarquable pouvant utiliser une variété
de sucres simples et complexes, d’alcools et deacainés comme seule source de carbone.
P. aeruginosaest une bactérie mésophile capable de se muitigliéntérieur d’'un large
spectre de température allant de 4 a 45°C. La teahpé optimale de croissance se situe
entre 30 et 37°C. La morphologie & aeruginosa de méme que pour tout le genre
Pseudomonasest facilement distinctive grace a la productienla pyocyanine, un pigment

bleu-vert diffusible dans le milieu extracellulgicéou le nom de bacille pyocyanique.

Figure 1 : Pseudomonas aeruginosa vue au microscope électronique

(www.science-et-vie.net)

I-2- Caracteéres structuraux :

La paroi bactérienne de. aeruginosaest typique des bactéries a Gram négatif, composée
d’'une grande variété de molécules aux fonctiondiptes$ (Figure 2). La paroi est formée de

deux membranes séparées par le périplasme.
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Lipoprotéine

Antige O i
M=l Porine de Braun

de surface N vy
! ) )

Lipopolysaccharide
g Membrane
\C externe

Membrane
plasmique

Figure 2 : Paroi deP. aeruginosa

(http://microbiologie.spectrosciences.com)

La paroi deP. aeruginosaest caractéristique de la paroi des bactériesatn@€égatif. Elle
est constituée d'une membrane externe ou sontisésdke lipopolysaccharide (LPS) et les

porines et d’'un espace périplasmique contenargpédgoglycane.

La membrane plasmique mesure 2 a 3 nanometresisbépa Elle contient des protéines

poreuses aboutissant dans l'espace périplasmigaecouche fine de peptidoglycane

adjacente a la membrane plasmique ne constitue5qael0% du poids de la paroi. La

membrane plasmique contient de nombreux complexa®igues d'une importance vitale

pour la bactérie (comme I'AT$ynthasgqui ont des réles prépondérants dans le métabelis

bactérien.

L’espace périplasmique est un espace de stockageyihes et de nutriments qui participe
également a la synthése des protéines.

Les molécules de la membrane externe sont dispeséese bicouche épaisse d’environ 7 a
8 nanometres, de structure semblable a celle deetabrane plasmique. La protéine la plus
abondante est la lipoprotéine de Braun, une pighid@rotéine attachée par liaison covalente
au peptidoglycane sous-jacent et enfouie dans lmbreme externe par son extrémité
hydrophobe. La membrane externe est formée de dipsgccharide (LPS) et de

16



Introduction

phospholipides, ou s’insérent de nombreuses pegéirtrinséques. Parmi elles, les porines,
protéines transmembranaires formant des pores mauggprotéiques permettant le passage
de petits solutés et de molécules hydrophiles. Gherruginosaon distingue OprD (D1 et
D2), OprE (E1 et E2), OprF, OprG, et OprH. OprFlagiorine majoritaire dB. aeruginosa
(Nikaido Het al, 1991).

I-3- Habitat et distribution environnementale :
La capacité de croissance Eeaeruginosalans différentes conditions lui confere une large
distribution environnementale. La bactérie pro&fexussi bien dans I'eau que dans le sol,
ainsi que sur la majorité des espéces vegetaleseruginosaest est trés présente en milieu
hospitalier et elle est responsable de nombreu$egtions nosocomiales (11% des infections

nosocomiales).

II- Pathogénie de P. aeruginosa :

La pathogénie d®. aeruginosaest liée a la production de nombreux facteursiddence
membranaires et extracellulaires. Les facteursirddence sont des molécules qui permettent
a la bactérie de survivre et de se multiplier ddiféérents microenvironnements, en

particulier chez I'hoéte (Figure 3).

17
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Figure 3 : Facteurs de virulence de€. aeruginosa
(Sadikot RTet al, 2005)

Les facteurs de virulence de surface incluentdgdlle, le pili, et le LPS. Les facteurs
secrétés comportent les produits extracellulaipestéases, hemolysine, Exotoxine A,...),
les protéines du systeme de sécrétion de typdeBl,molécules du Quorum sensing et

I'alginate.

II-1- Facteurs de virulence membranaire :
Parmi les facteurs membranaires on cite le flagkdléacteur d’adhésion (pili de type 1V), le
lipopolysaccharide (LPS) et la porine OprF.

P. aeruginosaproduit un flagelle monotriche polaire indisperisah la motilité
bactérienne (Kohler Et al, 2000). La flagelline est la principale protéicenstitutive du
flagelle, elle joue un réle important dans l'indoat de la réponse pro-inflammatoire de
I'héte (Szabo C., 2003). Le flagelle s’agrandit paddition de sous-unités de flagelline a
I'extremité la plus éloignée du corps cellulairesGous-unités diffusent a travers le domaine
creux du flagelle, atteignant ainsi son extrémitigre 4). Le flagelle joue un réle au stade
initial de [l'infection pulmonaire, permettant I'agifence des bactéries aux cellules

épithéliales respiratoires (Feldmane¥ial, 1998).
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Figure 4 : Structure et assemblage d’un flagelle l=érien
(Jarell K.F and McBride M., 2008)

Le flagelle bactérien se compose de trois parteesilament, le crochet et le corps basal. Le
gradient de protons a travers la membrane cytopdpsnest essentiel a la rotation du flagelle

dans le sens d’une aiguille d’'une montre (CW) oosda sens contraire (CCW). (HAP : Hook
associated protein).

P. aeruginosaxprime un nombre limité de pili polaires. Le gilest une petite structure
filamenteuse d’environ 6 nm de diametre constitd&mnpilements de monomeres de la
protéine appelée piline (Mattick J&$ al, 2002). Les pili deéP. aeruginosasont parmi les
rares pili procaryotes impliqgués dans la motiligctérienne. Les pili de type 1V, par leurs

propriétés rétractiles, permettentPa aeruginosad’envahir les surfaces hydratées et de
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coloniser rapidement les voies respiratoires. Lesgdacilite aussi 'adhésion bactérienne aux
cellules épithéliales en se liant au récepteurl@sMl (Gupta S.Ket al, 1994) et est

indispensanble a la virulence BeaeruginosgComolli J.Cet d., 1999).
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Figure 5 : Structure du Pilus de type 1V deP. aeruginosa
(Craig Let al, 2006)

Le LPS est un composant essentiel de la paroi fiawhé deP. aeruginosa ll est
constitué d’un lipide A, une région hydrophobe pettant I'ancrage de la structure dans la
membrane externe, d'un cceur oligosaccharidigue et l'dntigene-O, une partie
polysaccharidique variable débordant de la membeaterne (Figure 6). Le lipide A posséde
des propriétés toxiques correspondant a I'endotoxdas bactéries Gram négatif et est
responsable d’une stimulation excessive du systemmunitaire pouvant provoquer un choc
septique et conduire a la mort (Lynn W.A & Golenbda.T., 1992). La variabilité de
I'antigene-O est responsable de la spécificitégénigue O au sein d’'une méme espéce
bactérienne. Selon que l'antigene O est présemtbeant sur le cceur oligosaccharidique, on
parle respectivement de phénotype lisse ou rugueaphénotype lisse a été souvent décrit
comme plus virulent par rapport a un mutant isogémipossédant un phénotype rugueux
(Cryz S.Jet al, 1984).
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Sous-unités de I’antigene 0

Figure 6 : Structure du LPS
(Gilgenkrantz S., 2005)

sous-unités formant I'antigéne O.

La protéine OprF de la membrane externePdeaeruginosaest une porine majeure
(Figure 7). Il s’agit d’une protéine bifonctionrelbossédant une activité porine a travers son
canal a eau et jouant le réle de protéine de streidgtmportante au maintien de l'intégrité
bactérienne (Finnen Rét al, 1992). Cette protéine forme un nombre limitdadtges canaux
au niveau de la membrane externéPd@eruginosgRawling E.Get al, 1995). Le diametre
du canal OprF est de 2 nm et permet la diffusionpd/saccharides ayant un poids
moléculaire compris entre 2000 et 3000 daltons tihesgich E.M et al, 2006). OprF
posséde un réle structural déterminant dans la Imdogie bactérienne et dans la capacité
des bactéries a croitre dans un milieu a faibleotesmté (Gotoh Net al, 1989). Il a été
démontré également qu’OprF contribue a I'adhérdraaérienne aux cellules épithéliales
pulmonaires et facilite ainsi I'interaction & aeruginosaavec I'épithélium en favorisant la
colonisation de I'épithélium respiratoire et l'iiation de I'infection pulmonaire (Azghani
A.O et al, 2002).
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Figure 7 : Structure tridimensionnelle d’OprF de P. aeruginosa
(http://cmdr.ubc.ca)

IT-2-Facteurs de virulence secrétés via le systeme de sécrétion de

type IIT:
P. aeruginosautilise un systeme de sécrétion de type Il qtiuesdéterminant majeur de la
virulence et permet a la bactérie d’injecter sesns dans la cellule hote. Les protéines
secrétées via le systeme de sécrétion de typaihi$i(que via le systéme de sécrétion de type
[) sont transloquées a travers les deux membraed&iveloppe cellulaire en une seule
étape sans intermédiaire périplasmique (Figure&C8)systeme de sécrétion, provoquant des
infections aigues, nécessite le contact des pitéoeens a la cellule épithéliale pour étre

activé.
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Figure 8 : Systeme de sécrétion de type lll

P. aeruginosaecréte quatre exoenzymes a travers le systesgcdaion de type 1l :

ExoS une ADP-ribosyltransférase, nécessaire a la wdgin des tissus au site de
'inflammation et a la dissémination bactériennécg@d T.let al, 1985 ; Nicas T.I & Iglewski
B.H, 1984). ExoS pourrait aussi contribuer a lamiimation pulmonaire en stimulant la
prolifération lymphocytaire (Barclay N.& al., 1999).

ExoT, une exotoxine qui semble interférer avec l'orgation des filaments d’actine,
empéche I'exocytose, la progression du cycle aafielet la phagocytose (Krall & al,
2000) ExoU, une toxine nécrotique qui détruit les membranebulaires induisant la
perméabilité des cellules épithéliales, des maages et des fibroblastes (Finck-Barbancon
V et al, 1997).

ExoY, une adenylate cyclase induisant une accumulai@MP cyclique dans les cellules
intoxiquées de I'hote (Yahr T.é&t al, 1998).
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II-3- Autres facteurs de virulence secrétés :

P. aeruginosaexprime d’autres facteurs de virulence qui conkilt & sa pathogénécité en
aidant sa colonisation ou en facilitant l'invasiwarctérienne.

La colonisation bactérienne implique de multiplastéurs incluant les fimbriae ou les pili, le
flagelle et les polysaccharides de surface. L'imwastissulaire parP. aeruginosaest
favorisée par la production d’élastase, de protasdcalines, des hémolysines
(phospholipases et lecithinase), cytotoxines (leidkoe), siderophores et du pigment

pyocyanique.

II-3-1Les protéases :

IT-3-1-1 Les métalloprotéases :

a- L'élastase (Pseudolysine/Las B) :
L’élastase dé°. aeruginosacodée par le génasB est une métalloprotéinase (dépendante du
zinc) secrétée par le systeme de secrétion delkyjporihara K et al, 1965). La voie de
sécrétion de type Il est un mécanisme de sécr@iomeux étapes. Les protéines sont,
d’abord, transloquées par la machinerie a travarsnembrane interne et sont ensuite
secrétées a travers la membrane externe (BrairaR 2001). L’élastase est une enzyme de
33 kDa (Kessler E & Safrin M, 1988) qui clive lellegene, les immunoglobulines G et A
(IgG et IgA) ainsi que le complément (Hong Y.Q &edhbinehiwet B., 1992 ; Heck L.\&t al,
1990). L'élastase perturbe l'intégrité de la bagi€pithéliale en dérégulant les jonctions
serrées des cellules épithéliales et interféraet da clairance mucociliaire. Elle dégrade
également les protéines du surfactant A et D (SR-8P-D) qui possédent un réle important

dans I'immunité innée.

b- Las A (staphylolysine) :
La staphylosine (la protéine LasA) est codée pgeleslasA dont la transcription est régulée
par lequorum sensingt est secrétée par le systeme de sécrétion déltypette protéase de
20 kDa agit en synergie avec I'élastase pour laatigion de I'élastine (Kessler & al,
1997). La staphylolysine est un facteur de virubemaportant lors des infections oculaires a
P. aeruginosgEstrellas P.®t al, 2000).
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c- La protéase alcaline (Aeruginolysine) :
La protéase alcaline, métalloprotéase de 56 kDaecpdr le genaprA, est la seule protéase
secrétée par le systéme de sécrétion de type trdosporteur ABC). Elle lyse la fibrine et
interfere avec sa formation. Elle inactive les pipales protéines de défense de I'héte
comme les anticorps, le complément, l'interférpH-N-y) et les cytokines (Avidano M.At
al., 1998).

IT-3-1-2 les sérine-protéase :
a- La protéase IV (Arginyl peptidase):

La protéase IV est une sérine protéase de 26 kBéecpar le genprpL. Cette enzyme est
impliguée dans la dégradation du fibrinogéene, deplasmine, du plasminogene, de
I'épithélium cornéen et des produits inflammatoi(Esgel L.Set al, 1998a ; Engeét al,
1998b). Cette protéase est un facteur de viruleanpertant du fait de son implication dans
diverses infections telles que les kératites, l#te) les bactériémies et la mucoviscidose
(Louis Del al., 1998).

b- Las D:
Las D est une serine protéase de 23 kDa (Paet &, 1995) qui posséde une activité
staphylolytique (la capacité de lyser les bact&taphyloccd permettant #seudomonade

concurrenceBtaphylococcuau niveau du poumon (ParkeSal, 1998).

II-3-2 La leucocidine :

La leucocidine est une protéine de 42,5 kDa predodr la plupart des souches pathogenes
de I'especd’seudomonas aeruginoglishiya Het al, 1993). La leucocidine induit la lyse
de plusieurs cellules participant aux défenses’ligtel comme les granulocytes et les

lymphocytes (Hirayama &t al, 1984).

IT-3-3 Les phospholipases et les lecithinases :

Les phospholipases et les lecithinases sont deslygimes qui agissent synergiquement pour
briser les lipides et la lecithine. Ces protéinesofisent l'invasion par leurs effets

cytotoxiques sur les cellules hétes.
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IT-4- Régulation de l'expression des facteurs de virulence ou

« Quorum sensing » :
Le systeme de communication bactérienne appeléeu@usensing (QS) (Fuqua W&t al,
1994) dépend de la densité bactérienne et repoda synthese et la diffusion, de bactérie a
bactérie, de petites molécules appelées acylhomesdactones (AHL). CheR. aeruginosa
le QS simplifie et coordonne I'expression de geig de virulence par l'activation de leur
transcription (Rashid M.t al, 2000). Deux systémes de QS ont été découversgsteme
las et le systemehl, contrélant a eux deux la transcription de plusiggénes impliqués dans
la virulence.
Le systeme « las » contrble I'expression des gdas<lastases LasA et LadBs{A etlasB),
de la protéase alcalinafrA), de I'exotoxine A {oxA), et des protéines de la machinerie de
sécrétion de type Il Xcpx¢rP et xcrR) (Chpon-Herve Vet al, 1997). Le systeme «rhl »
régule de nombreux génes cibles comprenant I'op@i#B qui active I'expression d’'une
série de génes dont le gene de l'élastasdagB) de la protéase alcalin@prAh), de la
pyocyanine [fyc) et les génes des protéines impliquées dans lainm®E de secétion Xcp
(XcpRetXcpP) (Le Berre Ret al, 2006).

IIT- Infections a P. aeruginosa :

Chez I'hnomme, ce pathogéne est de plus en plustaésiaux antibiotiques et représente le
bacille Gram négatif le plus rencontré dans legdtidns nosocomiales. Il est également
responsable d’infections aigués et chroniques.

P. aeruginosacause principalement des infections opportunigéies que les infections
pulmonaires chez les patients immunodéprimés (mattteints de leucémie, SIDA, cancer)
ou ayant inhalé de I'air chaud lors d’un incendlies infections nosocomiales causées par ce
pathogene sont associées a une intubation et uméatien endotrachéale du patient. En
effet, les patients hospitalisés, a priori ceuxnayeecessité une intubation oro-trachéale pour
assistance respiratoire, présentent un risque dEnisation du tractus respiratoire par
P. aeruginosamajoré selon la durée de I'assistance respigt&n milieu hospitalierP.
aeruginosapeut également induire des infections postopées@u des bactériémies dont le
pronostic est sévere.

P. aeruginoseaest aussi la cause de méningites, de dermatitaied externes, de kératites
ulcéreuses chez les porteurs de verres de coutadections de la peau chez les grands
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brllés, d’endocardites chez les patients abusardrogues intraveineuses et d’infections
nosocomiales du tractus urinaire (Bodey @tRl, 1983) (Figure 9)P. aeruginosaest aussi
la cause majeure d’infections pulmonaires et deésléchez les patients atteints de

mucoviscidose.

Infections musculo-
squeletique,
Infections des plaies
chirurgicales

Infections du
systeme nerveux

Infections localisées
Bactériémies

Infections chroniques Endocardites
et aigles du tractus
respiratoire

Infections du
tractus urinaire

Figure 9 : Infections aP. aeruginosa
(http://gsbs.utmb.edu)

ITI-1 Infections chroniques :

P. aeruginosaest rencontré lors d'infections respiratoires oigoes telles que la
mucoviscidose, la broncho-pneumopathie chroniquarottive (BPCO) et la dilation des
bronches (DDB).

La mucoviscidose est une maladie autosomique rigedgsale caractérisée par une mutation
du gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane coaduaet Regulator) qui code pour une
protéine transmembranaire impliquée dans le fliend’ chlores (Cl) a travers la membrane
plasmique (Bertrand C.Aet al 2003). Il s’agit d’'une maladie chronique du teect
respiratoire caractérisée par une obstruction dagsvrespiratoires et des infections

récurrentes du poumon et du sinus paranasal déplue jeune age. Le poumon
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mucoviscidosique est particulierement susceptiblex @nfections occasionnées pé#t.
aeruginosa Cet organisme joue un r6le crucial dans le dgpHEment et la progression des
maladies pulmonaires chez les patients atteintsudmviscidose (Wine &t al, 1999).
L’inflammation du tractus respiratoire causée pa infection chronique B. aeruginosaest

la cause majeure de morbidité et de mortalité ¢ébepatients mucoviscidosiques (Khan Tz
et al 1995). En effet, la stratégie consistant a @tilisne antibiothérapie agressive a permis
le contrdle des infections respiratoireStaphylococcus aureust Haemophilus influenzae
mais a abouti a la sélection de souchesPdeaeruginosarésistantes aux antibiotiques
s’'adaptant a I'environnement des poumons mucowsajdes, riches en mucus, en devenant
des variants mucoides (Mashburn Ld¥al 2005). Le mucus présente un environnement
propice a la croissance @ aeruginosason hypersécrétion entraine une augmentation de
son épaisseur et la création d’'un gradient,djdi va permettre la formation d’alginate gar
aeruginosaWorlitzsch Det al, 2002).

La BPCO fait référence a un état décrit comme woadhite chronique se traduisant par une
inflammation chronique et un rétrécissement dessvaeriennes. Chez les patients atteints de
BPCO, la frequence d’isolement Be aeruginosava de 3 a 18% en période d’exacerbation
(Sethi Set al, 2000). Le risque d’acquisition et de colonisatéP. aeruginosachez ces
patients est lieé a quatre facteurs reconnus: lecomre pathogéne-bronches liés a
I'environnement hospitalier (Robinsone® al,, 2003), la sélection d@. aeruginosadans la
flore du patient suite aux antibiothérapies, léérations de la muqueuse bronchique et de la
clairance mucociliaire, et les facteurs de virukedeP. aeruginosdavorisant la colonisation
initiale (flagelle, pili de type 1V) et la coloniBan chronique uorum sensingpiofilm).

La DDB est une affection chronique des bronchefoacongénitale mais le plus souvent
faisant suite a des broncho-pneumopathies viralesbactériennes a répétition, a la
mucoviscidose, a I'inhalation d’'un corps étrangefa coqueluche ou a la tuberculose et se
manifeste par une augmentation anormale et perrteadarcalibre des bronches.

Chez les patients atteints de DDB, aeruginosaest isolé dans 9 a 45% des cas selon les
différentes populations?. aeruginosaapparait plus tardivement dans la maladie, huit an
apres le diagnostic de la maladie (Benhamoet @L, 1996). La présence de aeruginosa
est corrélée avec une altération de la qualitéieléWilson CBet al.,1997) et une mortalité
plus élevée (Ho Pkt al, 1998).
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ITI-2 Infections aigués :

P. aeruginosgeut étre responsable d’infections aigues telleslgs pneumonies.

Chez les patients immunodéprimés, particuliererfemnpatients transplantés, brulés, atteints
de cancers ou du SIDA. aeruginosaest a l'origine d’infections respiratoires (brooeh
pulmonaires) graves. Les pneumonies aigiies assoéiéee pathogene se compliquent
fréquemment d’cedéme pulmonaire majeur, de chomsepet de défaillance multiviscérale,
accusant un taux de mortalité élevé, estimé de 5M% selon les études, malgré une
antibiothérapie adaptée (Faureekal., 2006).

Le taux de mortalité des infections respiratoire®.aaeruginosachez les patients sous
assistance respiratoire par ventilation mécanigui\de 34 a 48%. Cette bactérie représente
le pathogéne le plus frequemment identifié chezplg$ents nécessitant une trachéotomie
pour une ventilation mécanique continue (Relé al, 2003).

P. aeruginosapeut rarement causer des infections chez des pwscsaines. Quand ces
infections se produisent, elles sont dues a unguknexposition aux aérosols d’eaux
contaminées, avec un taux de mortalité de 33% (et T.Fet al, 2000).

IV- Résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques :

P. aeruginosgrésente des résistances a certains antibiot@jnssqu’a une grande variéte
d’agents chimiques. L'un de ses mécanismes ddaases est lié a sa capacité de changer de
phénotype en mutant d’'une souche invasive non rdacai une souche mucoide sur-
exprimant l'alginate, une matrice d’exopolysacctiariqui favorise les conditions de la
colonisation bactérienne au niveau du poumon (M&1V et al, 1993).

La mutation deP. aeruginosaresponsable de la forme mucoide (muc) est assosiée
I'activation de la transcription du gene de I'algi@algD. La région critique responsable des
formes mucoides et non mucoides contient troisgyétreitement liealgU, mucA etmucB
AlgU est un régulateur positiffucA et mucB constituent le cluster de genes controlant la
conversion a la souche mucoide. Une importanteaiiin de la transcription dagD et la
conversion a la souche mucoide sont observées quacé ou mucB sont inactivés au
niveau du chromosome des souches initialement nmoiches.

La production locale pafP. aeruginosad’exopolysaccharides (alginate) provoque la
formation d’un biofilm. Le biofilm se définissanbmme une population bactérienne adhérée

a une surface et enrobée d’'une matrice d’exopotysame (Costerton J.Wt al, 1999).
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Cette matrice représente 85 % du volume totalrdbree la structure du biofilm tout en lui
conservant une grande plasticite.

Le deuxieme mécanisme pouvant étre a I'origineade@sistance aux antibiotiques est que le
pathogene a développé au cours de I'évolution desanismes de résistance intrinseque et

naturelle contre les composants antimicrobienevstC.Ket al, 2000).

V- Génome de P. aeruginosa :

Le génome deP. aeruginosaPAOl a été completement séquencé en 2000 (Fiddire 1
L’annotation des génes est disponible sur le sternetwww.pseudomonas.cam
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Figure 10 : Représentation circulaire du génome dB. aeruginosa

(Stover C.Ket al, 2000)

Ce génome englobe 6,3 millions de paires de basatgenant 5 570 cadres de lecture ouverts
(ORFs) dont la plupart sont riches en Guanine ¢bsdye (G+C) (66,6%). Ses propriétés de
mobilité (quatre types), son implication dans letabélisme par différents systemes, son

pourcentage élevé de génes régulateurs (9,4% td¢aldé du génome soit 521 génes) ainsi

30



Introduction

que la multitude de ses systémes de transport reanféd P. aeruginosaune grande
variabilité. Seuls 6.7 % de ses genes ont uneifambien connue dont 19% codent pour des
protéines, soit 150 géenes codant pour les protéieés membrane externe (OMPS).

Un nombre considérable de genesRdeaeruginosasont impliqués dans la régulation et les
fonctions métaboliques. Cette diversité lui conflxrecapacité d’utiliser comme source de
carbone un grand nombre de composés organiques &t dhaintenir dans de nombreuses

niches écologiques (Stover Ceal, 2000).
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Chapitre 2 : Défense pulmonaire antibactérienne

I- Description générale de L'appareil respiratoire :

L’'appareil respiratoire représente une vaste sarfdééchange avec I'environnement
extérieur. Sa fonction essentielle est d'assuregéalrange de gaz entre le sang des veines et
I'air atmosphérique : fonction remplie au niveas dé/€oles pulmonaires.

L'air inspiré descend dans la trachée, jusqu'aardires, qui se séparent pour pénétrer dans
le poumon droit ou gauche. Les bronches elles-m&meamifient en plusieurs bronchioles,
qui se divisent en une demi-douzaine de canauxol@vés, qui sont d'étroits conduits
s'ouvrant dans les sacs alvéolaires. Cette steucaumifiee unissant la trachée, les bronches,
les bronchioles, les canaux alvéolaires et les ab@&plaires est appelée arbre bronchique.
Une dizaine d'alvéoles sont réunies en grappeshaqque sac alvéolaire. C'est au niveau des
alvéoles, que l'oxygéne apporté par l'inspiratianverse la membrane de la paroi alvéolaire
pour étre transféré vers lggobules rouges contenus dans les capillaires.réeneent, les
déchets gazeux passent des globules rouges aldsailvéoles, afin d'étre éliminés par
I'expiration (Figure 11). Les alvéoles sont patténement sensibles aux infections, car elles
constituent un environnement humide et chaud, peogila prolifération des bactéries et des

virus.

cavité nasale

h cavité buccale
RIS~ épiglotte
larynx
trachee
bronchiole terminale

carene

poumon gauche
scissure inter-lobaire
diaphragme

bronche droite
poumon droit -
alvéole pulmonaire

ocesophage

Figure 11 : Appareil respiratoire humain
(http://infovisual.info)
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II- Mécanismes de défense immunitaire pulmonaire :

Les poumons représentent une interface unique é&ntcerps humain et I'environnement
extérieur, avec une surface alvéolaire d’environn®spour une épaisseur de quatre a huit
microns entre I'espace alvéolaire et la microcatioh. Cette configuration est optimale pour
les échanges gazeux mais augmente aussi la vulitérattu poumon vis-a-vis des
pathogenes, des particules et des gaz toxiqueBmi@ette exposition constante du tractus
respiratoire aux microorganismes nécessite la poésd’'un systéme immunitaire efficace
permettant d’initier rapidement la lutte anti-iniecse.

Deux types de réponse immunitaire participent dratection du poumon : la défense

immunitaire innée (non spécifique) et la réponsmimitaire acquise (adaptative).

IT-1- Défense innée de I'épithélium respiratoire :
La défense innée du poumon inclut difféerents méraes : (i) les défenses mécaniques de
I'héte contre les pathogeénes, notamment les begianitiales de protection contre toute
invasion du poumon par des agents infectieux, l@iclairance mucociliaire et (iii) les
molécules antimicrobiennes du mucus impliguées dandéfense innée constitutive de
I'épithélium.
Le nez constitue la premiére barriere physiqueagiti comme un filtre contre les grosses
particules (>10 um). Les particules ayant un diaengtipérieures a 5 pm sont généralement
retenues dans la partie supérieure des voies aésekn revanche, les particules ayant un
diamétre inférieur a 5 um échappent a ces défesaEsedent aux voies respiratoires.
La couverture mucociliaire tapissant la surface deses aériennes contient des
glycoprotéines complexes dénommeées mucines capdblexenir les microorganismes et de
les piéger. Ces particules piégées sont par la gliitninées par la clairance mucociliaire,
mécanisme de battement coordonné et orienté deguiilpropulse le mucus vers la trachée
et 'oropharynx et qui est ensuite avalé ou expédtivans J.H & Sanderson M.J., 1997).
Toutefois, des mécanismes de défense additionpelsrgcessaires afin de maintenir une
certaine « stérilité » du poumon et de préseniatérité de I'épithélium respiratoire. En
effet, une variété de molécules possédant des iptéprantimicrobiennes directes a large
spectre d’action et facilitant I'élimination deseags infectieux par phagocytose est produite
par les cellules des voies inférieures et supérgedu tractus respiratoire (Rogan MtPal.,
2006) et les cellules phagocytaires présentes elbmrent dans les poumons (macrophages
résidents) ou recrutées au site de l'infection firoginiles). Ces molécules englobent la
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lactoferrine, le lysozyme, les inhibiteurs des @ases (SLPI), les défensines, la cathélicidine
LL37, la BPI, les collectines, la lactoperoxyddsecomplément et les immunoglobulines A
et G (Rogan M Rt al, 2006).

II-1-1 Les molécules de la défense innée :

a- Lactoferrine :
La lactoferrine est une protéine hautement catismspcrétée par les granules secondaires du
neutrophile. Elle possede des propriétés a lagfoisnicrobiennes et anti-inflammatoires. Ses
effets antimicrobiens résident dans sa capacité tra d@irectement bactéricide et
bactériostatique. Il a été démontré récemment qukadtoferrine inhibe la formation du
biofilm chezPseudomonagSingh PKet al, 2002).

b- Lysozyme :
Le lysozyme humain présent au niveau de l'appaesbiratoire est une enzyme anti-
bactérienne secrétée en grande quantité essemeeliepar les glandes de la sous-muqueuse
trachéale, I'épithélium de surface et les macropbagvéolaires pulmonaires (Konstan M.W
et al, 1982). Le lysozyme est une protéine basiquekémclans les granules primaires et
secondaires du neutrophile. Il posséde la capdeitgser la paroi bactérienne et de tuer les
bactéries selon un mécanisme non spécifique (Lableet al, 1985). Le lysozyme est

hautement actif contre les bactéries & Gram pasitf Gram négatif (Cole A.Ft al, 2002).

c- SLPI / Elafine:

Le « Secretory Leucocyte Proteinase Inhibitor »RBlest une protéine hautement basique
exprimée par les macrophages, les neutrophilessetdllules épithéliales (Melrosestlal,
1992). Le domaine N-terminal du SLPI possede utigit@antimicrobiennan vitro contre

les bactéries a Gram négatif et a Gram positif riidiea PSet al, 1996). Le domaine C-
terminal du SLPI est un inhibiteur des sérine-mséé conférant ainsi une protection
significative contre I'élastase du neutrophilea@tathepsine G (Gauthieref al, 1982). De
plus, le SLPI posséde des propriétés anti-inflaroimeaten sous-régulant le TNE-et en
inhibant le NkB (Taggart CCet al, 2005).

L’élafine, identifiée a l'origine comme un inhibite de protéases, posseéde une activité
antibactérienne contre les bactéries a Gram négatles bactéries a Gram positif. Les
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fonctions antimicrobiennes de I'élafine ont éténiifeée grace a des études réalisées avec
Pseudomonas aeruginosd Staphylococcus aureysVilliams SEet al, 2006). L'extrémité
N-terminale de [Iélafine est cationique et représete domaine bactéricide contre
Pseudomonas aeruginosa’extrémité C-terminale de I'élafine représente tlomaine
bactéricide contreStaphylococcus aureusla protéine entiére est hautement bactéricide
contre les deux bactéries a la fois (Fitch R\, 2006).

Toutefois, il est a noter qu'un homologue murinedirde I'élafine humaine n’existe pas
(Hagiwara Ket al.,, 2003).

d- Défensines :

Les défensines sont des peptides de 3 a 5 kDa, mendiune large famille aux
caractéristiques de repliement tridimensionnel caontgmt six cystéines formant des ponts
disulfures. Les défensines ont des activités cytqtes contre les bactéries, les levures, les
parasites, les virus et méme certaines cellulegsh{¥artin Eet al, 1995). Elles se
subdivisent en différentes classes qui comportesitalpha- et béta-défensines. Les alpha-
défensines sont aussi connues sous le nom de HMRgH Neutrophil Peptide). Les alpha-
défensines contribuent a la réparation des pouranrstimulant la prolifération des cellules
épithéliales (Aarbiou &t al, 2002). Les béta-défensines 2 et 3 sont secrétéesponse au
LPS et aux cytokines (TNE; IL-1B). Les béta-défensines 1 a 3 sont actives conge le

bactéries a gram négatif.

e- Cathélicidine LL-37 :
Les cathélicidines sont une famille de protéingsvaarobiennes stockées dans les granules
spécifigues du neutrophile. La cathélicidine LL-83t présente également dans certains
lymphocytes, le tissu testiculaire et I'épithéliues voies aériennes (AgerbertheB al,
2000). La cathélicidine LL-37 est le seul membreniifié jusqu’a présent (Bals R et al,
2003 ; Agerberth B et al, 2000 ; Sorensen O ell@97). LL-37 est capable de réduire la
charge bactérienne dRseudomonaguand elle est surexprimée dans un modéle musis (B
Retal, 1999).
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f- BPI (Bacterial Permeability-Increasing

protein):
La BPI est une protéine de 55 kDa trés active edes bactéries a Gram négatif (Beamer LJ
et al, 1997). Elle est exprimée par I'épithélium (CarByet al, 2002) et les fibroblastes
(Reichel PHet al, 2003). La BPI est stockée dans les granulesgmés du neutrophile et
exerce ses effets selon trois mécanismes différefitstoxicité directe de la BPI sur la
membrane bactérienne, (ii) : stimulation de la plegtpse des neutrophiles, (iii) capacité de
la BPI a neutraliser le LPS bactérien (Elsbacht Rl, 1998a). En synergie avec d'autres
protéines du systeme immunitaire inné, la BPI pdssgn domaine N-terminal hautement
cationique contenant des zones de neutralisaticieticide (Elsbach Bt al, 1998b). La BPI
agit en association avec d’autres protéines telklgs cathélicidines et les défensines pour
tuer les bactéries. Elle posséde également unddhs la sous régulation des effets pro-

inflammatoires des bactéries a gram négatif eeddstoxinesn vivo (Levy Oet al, 1995).

g- Lactoperoxydase (LPO) :
La muqueuse des voies respiratoires secréte unexypkrse, capable de prévenir les
infections des voies aériennes (Christensen @t@l, 1981). La lactoperoxydase (LPO)
contribue majoritairement aux défenses des voisginaoires. En effet, I'inhibition de la
LPO conduit & une diminution significative de laaichnce bactérienne dans les voies
respiratoires (Cerson € al, 2000). La LPO fournit une protection additioneatontre les
virus (Pourtois Met al, 1991 ; Tenovuo et al., 1995) et les infectiomsgiques (Lenander-
Lumikari M et al, 1992 ; Popper kt al, 1997) et possede une activité comseudomonas
aeruginosa Burkholderia cepaciaet Haemophilus influenzagWijkstrom-Frei C et al,
2003).

h- Collectines (les protéines du surfactant A et

D):
Le surfactant pulmonaire est une lipoprotéine cexyplsynthétisée par les pneumocytes de
type Il et les cellules de Clara. Le surfactantejaun role dans la défense de I'héte contre
I'infection. Les protéines du surfactant appartemna la famille des collectines et du
« collagene like lectin » (Crouch Bt al, 2000 ; Crouch Eet al, 2001). Ce sont des
opsonines clés facilitant la phagocytose des hiastét des virus par les macrophages et les
monocytes (Lawson P.& al, 2000).
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i- Phospholipase A2 (PLA2) :

Les Phospholipase A2 (PLA2) correspondent a unellaiienzymes qui hydolysent les
phospholipides membranaires, conduisant a la liloérale phospholipides et d’acides gras
libres (Six DA., 2000). Parmi les PLAZ2 on distigaePLA2 cytosolique (CPLA2) et la PLA2
secrétée (sPLA2) produite par divers types celegainotamment les macrophages
alvéolaires (Touqui let al, 2005). La sPLA est bactéricide contre les baesé@ram positif
mais nécessite le recrutement de co-facteurs (@ekela BPI et le systeme du complément)
pour exercer une activité bactéricide contre letdrees Gram négatif. La sPLA de type lla
est bactéricide conti@.aeruginosal activité bactéricide de lla sPLA repose surcapacité

a altérer l'intégrité de la paroi bactérienne (Db et al., 2003).

II-1-2 Les macrophages alvéolaires :

Les macrophages alvéolaires sont les cellules intaitegs résidentes du poumon et
représentent la premiére ligne de défense phagoeygiantre tout agent infectieux tel que les
microorganismes, les toxines, ou autres particgl@isatteignent I'espace alvéolaire. Les
macrophages alvéolaires ont une longue durée déplusieurs mois) et sont dérives de
monocytes sanguins. Ces cellules posséedent desdimm@hagocytaires, micro-bactéricides
et sécrétoires tres importantes et jouent un rélagedial dans I'immunité du poumon en

initiant les réponses inflammatoires et immunitgire

IT-1-3 Reconnaissance du pathogene:

Les cellules épithéliales des voies aériennessetniacrophages alvéolaires représentent la
premiére ligne de défense contre toute infectidiesEeconnaissent des motifs moléculaires
hautement conservés et tres souvent associés gpatlesgenes qu'on appelle PAMPS
(pathogen-associated molecular patterns) grace &a dicepteurs cytoplasmiques,
membranaires ou extracellulaires; les « patterageition receptors » ou PRRs. Elles initient
ainsi le signal approprié a I'élimination du patBog ainsi qu’a l'activation de I'immunité
acquise (Kumagai et al, 2008). Les PRRs les plus connus sont les raoepieR (Toll

Like Receptor). Les PAMPS reconnus par les TLRaegent une large variété de molécules
telles que les carbohydrates, les lipides, lesépres et les acides nucléiques. Des études
récentes ont montré la présence d'autres typesckEpteurs PRRS appelé les récepteurs

NLRs (Nucleotide binding oligomerization domain (N¥like receptors) et les récepteurs
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RLHs (RIG-I-like helicases). Ces récepteurs jouant réle important dans la réponse
immunitaire innée (Akira &t al, 2006) (Figure 12).
La reconnaissance des bactéries par les cellulébélgles induit la production de

chimiokines et de cytokines qui servent au recret@met a l'activation des cellules

phagocytaires, principalement les neutrophilesiteude I'infection (Gomez M4t al, 2007).

§. aureus . P. aeruginosa lageia
Pikus )9’“‘
Protein A
: pon BE LPS
. -\
TNFR‘Iv saleloG g x| po f\f‘;’LRS

Mucin

Antimicrobial peptides
Chemokines (IL8, MCP-1)
Cytokines (IL-1,1L8, GM.CSF, G-CSF)

Figure 12 : Reconnaissance du pathogene par leslatds épithéliales
(Gomez Ml et al., 2008)

Les ligands bactériens dB. aeruginosasont reconnus par des récepteurs de surface
(asialoGM1, TLRs). Une cascade de signalisationa@ssi initi€e a travers des protéines
adaptatrices (MyD88/TIRAP, TRADD/RIP) résultant kEntranscription de médiateurs pro-

inflammatoires.

II-1-4 Les récepteurs TLRs :

Les récepteurs TLRs des mammiferes sont des glgt&ipes transmembranaires contenant
un domaine extracellulaire LRRs (Leucine-rich répeasponsable de la reconnaissance du
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ligand et un domaine cytoplasmique TIR (TOLL/IL-bBmology) nécessaire a l'initiation de
la signalisation (Akira &t al, 2004) (Figure 13).

Onze TLRs humains et treize TLRs murins ont étatiié jusqu’a présent (Roach Jetal,
2005).

IL-1R TLR

domaine
\ extracellulaire
riche en Leucine

1g-like
domain |

{environ 800 AA)

W A AN AANAVANAAVAEIEI VAR UAIRAL AL E TRy “‘;“ membrane

segment
intracytoplasmique

7 domaine = TIR

Toll-IL 1R
J (environ 200 AA)

Figure 13 : Comparaison de la structure des réceptes TLR avec I'lL-1R

(http://acces.inrp.fr)

Les TLR sont des protéines transmembranaires to@ss par : un domaine extracellulaire
riche en Leucine (domaine LRR : Leucine Rich Repeate partie transmembranaire riche en
cystéines et un domaine intracytoplasmique que femmouve chez les récepteurs des
interleukines IL-1 et IL-18 (domaine TIR : Toll/lL-Receptor)

Les TLRs 1, 2, 4, 5 et 6 sont principalement Is&ds a la surface cellulaire et reconnaissent
surtout les composants bactériens, les récepteliRs B, 7, 8 et 9 sont principalement
intracellulaires et reconnaissent surtout les piteddraux (Akira Set al,, 2006) (Figure 13).

Les récepteurs TLRs agissent en homodiméres, ligt&es ou en association avec d’autres
LRRs, ils sont capables de reconnaitre diversesposamts bactériens, fongiques,
parasitaires et viraux tels que les lipides baet&i le LPS, les lipopeptides, les protéines

microbiennes, les acides nucléiques tel que I’ARNote brin et double brin et les ilots CpG
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de 'ADN (Tableau Il) (Figure 14). Certains TLRscomnaissent des ligands endogénes tel

que la chromatine qui est reconnue par le récepteR® (Rifkin IR et al, 2005).

diacyl triacyl
lipopeptid lipopeptid flageltin LPS

TLR1
TLRE TLR2

LTI

TLR2 TLRS TLR4

LTI

Figure 14 : Localisation cellulaire des TLRs
(Takeda K et al., 2005)

Les TLRs 1, 2, 4, 5 et 6 sont localisées en surfdaras la membrane cellulaire), les TLRs 3, 7

et 9 sont en position intracellulaire (dans la memb de I'endosome).

Tableau Il : Ligands bactériens et leurs récepteurgpithéliaux
(Marisa | et al, 2008)

Ligands bactériens Récepteur

Flagelle, pili, bactéries Gram négatif et Gram fibsi asialoGM1
Acide lipotéichoique, lipoprotéines, flagelle, lgg@abinomannane, TLR2

modulines solubles dans le phénaol.

Flagelle TLR5

Protéine A TNFR1, EGFR
Peptidoglycane NOD1/2

LPS TLR4
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Figure 15 : Reconnaissance des facteurs de virulenmembranaires

de P. aeruginosa
(Kipnis E et al., 2006).

Une fois queP. aeruginosaa atteint I'épithélium respiratoire, le pathogéseelie a la cellule
épithéliale par son flagelle et son pili a traves@loGM1, CD14 et/ou CFTR. L'interaction du

flagelle avec TLR5 active une entrée de?Cdans la cellule héte conduisant & une

augmentation de la transcription du gene de I'lil-8hteraction du flagelle avec TLR5 et du

LPS avec TLR4/MD2 conduit également a une augmientate la transcription du géne de

I'IL-8.

Les récepteurs TLRs initient différentes voies dgnalisation en recrutant différentes
combinaisons de quatre molécules adaptatives diein MyD88 (Myeloid differentiation
primary-response protein 88), TIRAP (MAL), TRIF JAM1) et TRAM (Akira Set al,
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2004). Tous les TLRs activent des voies de sigaidis aboutissant communément a
I'activation de NkB (Figure 16).

TLR7

TLR9 TLR2

TLR3

MyD88

}c\} / |

TRAF6

/
NEMO:‘I!‘(K{%> / IKKe/i
IKKo
IKKB [
NF-«xB *

NF-xB NF-xB |
(early phaﬁ-_: (late phase’
| Inflammatory cytokines |

Figure 16 : Voie de signalisation des TLRs
(Takeda K et al., 2005)

La voie de signalisation MyD88 est utilisée parstées récepteurs TLRs excepté TLR3 ; la
voie de signalisation TIRAP est utilisée par TLRZER4 ; la voie de signalisation TRIF est

utilisé par TLR3 et TLR4 et la voie de signalisatibRAM est utilisée seulement par le

récepteur TLR4 (Kawai €t al, 2006).

Parmi ces différents TLRs, TLR2, TLR4 et TLR5 jouan role majeur dans la signalisation

épithéliale en réponse a une infection pulmonaird’p aeruginosa

Ci-aprés sont introduits les TLRs qui sont souassbciés a I'infection p&. aeruginosa

a- Récepteur TLR2 :

TLR2 est présent a la surface apicale des cellpddarisées, il reconnait une variété de
composants microbiens incluant les lipoprotéines lipopeptides, I'acide lipotéichoique des

bactéries Gram négatif et Gram positif, le lipoaratmannane des mycobactéries, les
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modulines solubles dans le phénol du geBtaphylococcusainsi que le flagelle de
P. aeruginosdAkira Set al, 2004).

TLR2 forme un complexe avec asialoGM1 (asialogasglie gangliotetrasylceramide) a la
surface apicale des cellules épithéliales (Sooreg &, 2004). Des études ont montré que le
pili de P. aeruginosase lie a la partie apicale d’asialoGM1 exposéa sutface des cellules
des voies aériennes. Le complexe asialoGM1-TLR®eaine cascade de signalisation
(MyD88 — interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK) TNF-receptor-associated
factor 6 (TRAF6)) ainsi que la libération de €alu réticulum endoplasmique (Chuetlal,
2006). Le complexe TLR2-asialoGML1 initie la sigsation pro-inflammatoire en réponse
aux contenus bactériens conduisant a I'activation fatcteur nucléaire NkB et a la
production de I'lL-8 (Soong @t al, 2004).

L’expression de TARNmM de TLR2 augmente dans legsnpons suite a une infection par des

bactéries Gram négatif et Gram positif.

b- Récepteur TLR4 :
TLR4 est un récepteur essentiel pour la reconnaissdu LPS par les cellules immunitaires.
En effet, le LPS se fixe a la molécule LBP préselates le sérum ; ce complexe LPS-LBP se
fixe alors au récepteur membranaire CD14 (Clustebitferentiation receptor 14). TLR4
s’associe a la molécule MD2 pour reconnaitre lepiere CD14-LPS-LBP (Nagai ¥t al,
2002). En absence de CD14, le complexe TLR4-MDZ&sable de faire la distinction entre
le LPS rugueux et le LPS lisse. Le LPS rugueuxasd hu complexe TLR4-MD2 initie un
signal dépendant de la voie de signalisation MyDB&. contre, le LPS lisse nécessite la
présence de CD14 pour initier la signalisationn@id et al, 2005).
TLR4 est capable d'initier deux voies de signaisa majeures, la voie MyD88 dépendante
et la voie TRIF dépendante (MyD88 indépendante)rgdB et al, 2004). Le rble majeur de
la voie de signalisation MyD88 dépendante est diired 'expression de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'lL-6, IL-12 et TNé-alors que le réle majeur de la voie de
signalisation TRIF dépendante, nécessitant leutesrent de TRAM et TRIF, est
d’augmenter I'expression des molécules de co-sttian ainsi que I'expression des IFNs de
type | (Kawai Tet al, 1999 ; Hoebe Kt al, 2003). Toutefois, les deux voies de signalisatio
semblent coopérer afin d’augmenter I'expressionaysskines pro-inflammatoires (Kawai T
et al, 2006).
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La voie de signalisation MyD88 dépendante conduiaétivation des protéines IRAK et
TRAFG6, l'activation finale de la voie de signalisait NF«B et I'expression des cytokines
pro-inflammatoires (Chen Zet al, 2005).

c- Récepteur TLR5 :
TLR5 est capable de reconnaitre la flagelline, dmposant majeur du flagelle bactérien
(Smith KD et al, 2003). L'importance de TLR5 dans la médiation lderéponse pro-
inflammatoire contre le flagelle et dans la claomrde P. aeruginosadurant l'infection
pulmonaire a été récemment démoniréeivo en utilisant des souris déficientes en TLR5
(Feuillet V etal, 2006). Bien que TLR5 soit exprimé au niveau ddkiles épithéliales des
voies aériennes, il n'est pas abondant a la sudpa=ale des cellules mais peut étre recruté
suite a une exposition au flagelle qui peut étreomau aussi par asialoGM1/TLR2.
L’interaction initiale entre le flagelle et TLR2iabGM1 est capable d’activer une réponse
épithéliale qui entraine la transcription de TLR5sa mobilisation au niveau de la surface
apicale ou il est capable de médier une signadisaplus spécifique suite a l'interaction
TLR5 - flagelle (Adamo Ret al, 2004).

IT-2- Défenses immunitaires acquises du poumon :
La capacité de reconnaitre spécifiqguement toupatisogenes et de conserver une meémoire
immunitaire contre eux sont des caractéristiquesl’idemunité adaptative, dite aussi
spécifiqgue ou acquise.
L’inhalation d’'un microorganisme étranger actives leellules dendritigues qui se
différencient en cellules présentatrices d’antiger@elles-ci migrent ensuite depuis le site
inflammatoire jusqu’aux organes lymphoides périghi&s ou elles présentent aux
lymphocytes T les antigenes étrangers. Les lympbscginsi activés proliferent dans les
tissus lymphoides qui drainent 'ensemble des lyomegtes naifs et les cellules présentatrices
d’antigenes. Les lymphocytes se transforment eiggas heures en lymphoblastes activés.
L’'immunité acquise n’intervient qu’aprés un déla duelques jours (quatre a cing jours),
temps nécessaire a I'expansion clonale d’'un seuphocyte naif (lymphoblaste) en 1000
cellules filles identigues. Ces dernieres se spseid ensuite en cellules effectrices
mémoires. Une fois I'antigéne éliming, la plupaescellules lymphocytaires meurent par
apoptose. Toutefois, quelques-unes persistentvedrdeent des cellules mémoires constituant

la base de mémoire immunologique qui assure unegiron immune durable. Grace a ces
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cellules mémoires, une réponse efficace appanalitsarapidement lors d’'un second contact

avec le méme antigéne.

ITI- Réponse inflammatoire :

Quand les premieres lignes de défense sont alténdéeséponse inflammatoire orchestrée est
mise en place afin de protéger I'h6te contre I'agmvahisseur. Cette réponse est tributaire
de la reconnaissance des bactéries ou de leursifgpar les cellules de la premiére ligne de
défense. Elle consiste en la sécrétion de cytolguiesttirent et activent les neutrophiles au
site infectieux.

Les cytokines sont des protéines de poids moléeulalativement faible (8 a 40 kDa)
formées le plus souvent d’une seule chaine polygigpe et sont essentiellement impliquées
dans l'inflammation et la réponse immunitaire (Delep C A ., 2000). Parmi les cytokines,
on distingue les cytokines chimio-attractantes lom@kines qui constituent une famille de
petites protéines, de masse molaire comprise 8ratel2 kDa. Elles possedent la capacité de
recruter et d’activer les cellules circulantes lagr sites inflammatoires et donc de jouer un
réle prépondérant au cours des processus inflanmesi@lotnik Aet al, 2000).

Il existe aujourd’hui plus de 44 chimiokines etrgtepteurs de chimiokines décrits (Nelson
PJet al 2001). La superfamille des chimiokines peut éivésée en 4 sous-familles (C, CC,
CXC et CxC), selon la position des 2 premiers résidus deme compris dans un motif de
4 Cystéines. Ces 2 cystéines peuvent étre sépgaaédsou 3 acides aminés (désignés par X)
(Zlotnik A et al, 2000).

Au cours du processus inflammatoire, les cytokicegsables de promouvoir l'inflammation
sont dites pro-inflammatoires par opposition autokiyes limitant cette réaction qui sont
dites anti-inflammatoires (Dinarello C A., 2000)a Lréaction inflammatoire est ainsi
contrblée par une balance relative entre les cytskipro-inflammatoires et les cytokines
anti-inflammatoires (Benelli Rt al, 2006).

Dans ce projet de these, nous nous intéressonsigpément aux cytokines TNE; MIP-2
(macrophage inflammatory protein 2) et I'IL-6. Ce®diateurs pro-inflammatoires sont

considérés comme les cytokines de la réponse @deady response cytokine).
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ITI-1- TNF-a:
Le facteur de nécrose des tumeurs alpha ou dMfee un réle important dans la défense de
I'hbte contre les infections et les tumeurs. Il meédes réponses inflammatoires et
immunitaires, déclenche I'expression locale desmdiines et cytokines et favorise
'adhésion, I'extravasation, I'attraction et I'agdtion des leucocytes au site de l'infection
(Ruddle N.H., 1992).
De nombreuses cellules produisent le TiNA-es monocytes et les macrophages sont les
principales sources de TNF{Takagi Ket al, 2005), mais il est produit également par les
cellules dendritiques, les lymphocytes T et B, ledlules natural killer (NK), les
neutrophiles, les mastocytes et les fibroblasteazZBni and Beutler., 1996). Le TN#f-
apparait comme un médiateur essentiel dans l'imfiation; il provoque une augmentation
de la phagocytose par les neutrophiles et l'augatiemt de I'expression des antigénes de
classe | et de classe Il sur différents types lziks (Mueller R.Bet al., 2005).

ITI-1- MIP-2:
MIP-2 (Macrophage Inflammatory Protein-2) est umémiokine ELR CXC majeure. Sa
production est restreinte aux leucocytes inflammegoincluant les neutrophiles et les
monocytes. La production de MIP-2 au site inflanoirat augmente continuellement et
atteint un pic entre 16 et 24 heures suite a uieetion (Armstrong DAet al, 2004). MIP-2
a ete isolée pour la premiere fois a partir d’'ugede de macrophage murine (Raw 264.7)
stimulée avec du LPS (SherryeBal, 1992 ; Tekamp-Olson & al, 1990).
MIP-2 est un agent chimiotactique trés puissantr pesl neutrophiles (Ramos C.& al,
2006), il est capable aussi de causer une réaicti@mmatoire localisée quand il est injecté
par voie sous-cutanée dans les membres inférieleresuris ou de rats (Saukkoneretal,
1989).

ITI-3- IL-6:
L'interleukine-6 (IL-6) a été identifiée pour lagmiére fois en 1986 comme un facteur de
régulation des cellules B et elle est reconnue teaant comme un médiateur a fonctions
pléiotropes. L'IL-6 possede des effets sur la natan et I'activation des cellules B et T, les

macrophages, les chondrocytes et les cellules leélimdes. L'IL-6 est produite par de
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nombreux types cellulaires comprenant des cellahesunitaires comme les monocytes, les
macrophages et les lymphocytes B et T ainsi quecdiisles non immunitaires comme les
kératinocytes, les fibroblastes, et les cellulegogméliales (Nishimoto N., 1989).

L’IL-6 est une cytokine qui induit la production teplupart des protéines de l'inflammation
aigué (Gauldie &t al, 1987). En association avec son récepteur sollitles dirige la
transition de la phase aigué vers la phase chrerdgu’inflammation en modifiant la nature
de [linfiltrat cellulaire (remplacement progressifies neutrophiles par les monocytes)
(Kaplanski Get al., 2003).
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Chapitre 3 : Le polynucléaire neutrophile

I- Description :

Le polynucléaire neutrophile (PNN), communémenteipmeutrophile, est un leucocyte
appartenant au sous-groupe des granulocytes. taesttérisé par son noyau polylobé et la
présence de nombreux granules cytoplasmiques @ig0r La dénomination « neutrophile »
provient du fait que les granules de ce polynucééant la propriété de fixer les colorants
neutres, alors que les granules du polynucléaistnéphile fixent I'éosine et que ceux du
polynucléaire basophile fixent les colorants basgqu_es neutrophiles constituent la plus
importante population leucocytaire du sang circul@®-70% des leucocytes sanguins) et

représentent les principales cellules phagocytdiaes la circulation sanguine.

Figure 17 : Microscopie électronique d’'un neutrophlie humain
(Segal A.W., 2005)

Observation d’'un neutrophile en microscopie élettroe. L'encart montre le cytoplasme du
neutrophile 20 secondes apres la phagacytose gantieule de latex opsonisée avec des IgG.

(V : vacuole). Barre = 1um.
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II- Formation du neutrophile : hématopoiese :

Les neutrophiles sont issus de la différenciatibrdes la maturation de cellules souches
pluripotentes de la moelle osseuse. Le développeetéa maturation des granulocytes dans
la moelle osseuse se produisent en deux phases phase mitotique et une phase non
mitotique. Chacune d’elle dure approximativemerd semaine.

Au cours de la phase mitotique, le premier préaurske myéloblaste, se différencie en

promyélocyte, puis en myélocyte. A ce stade de ldppement de la lignée myéloide, la

prolifération des cellules par mitose prend filest myélocytes se différencient en cellules
non segmentées (band cells) puis en cellules sd¢grredans lesquelles apparait un noyau
multilobé et enfin en polynucléaire neutrophilegiifie 18). Ce processus de différentiation
est régulé par des facteurs de croissance hématop®. Les neutrophiles passent par la

suite dans la circulation sanguine, leur demi-gierelativement courte : environ 12 heures.

Cellule souche

myéloide

Iyéloblaste

1 division
- - =
- - ="
- * - -

Promyél ocyte

/\di Tisi ot

v

lwélocyte
nombrenses division
= pool myélocytaire

Metamyelocyte

Figure 18 : Caractéristigues morphologiques du déveppement du

Polynucléaire
neutrophile

neutrophile
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III- Granules du neutrophile :

Les neutrophiles contiennent quatre types de geanulles granules azurophiles (ou
primaires), les granules spécifiques (ou seconslailes granules gélatinases (ou tertiaires) et
les vésicules sécrétoires.

La formation de ces diverses granules est initidestmde précoce promyélocytaire de
différentiation du neutrophile dans la moelle osselElles sont classées en fonction de leur
contenu protéique et leur capacité a étre exocypess I'activation du neutrophile par un
stimulus inflammatoire, phagocytose ou par deseoiganismes invasifs (Figure 19) (Pham
CT, 2006).

Azurophil granules Specific granules Celatinase granules Secretory granules
= =, By -
Myeloperoxidase N ratamin
Meurophil elastase Cathelicidin ‘CRY
L;a!lu.fp:,m i;; [ysozyme Celatinase ‘CR3 (CO11b-CD18)
I rotefnase o llacienase Leukolysin FPR
Arurocidin oxd Leukelysin Lysozyme CDi14
Bacterial ;Junm:ubllrly- Cylrjchrumt_‘ L5558 NEAMP1 CO16
increasing protein NEAL
Defensins
< —— — - o
-
Increasing tendency for exooytosis

Figure 19 : Contenu des granules du neutrophile
(Pham C T. N., 2006)

Les granules azurophiles contribuent a la dégradlatiracellulaire des microorganismes et a
I'élimination du pathogene a l'intérieur du phagagome. Elles sont définies par leur haut
contenu en myéloperoxydase (MPO), BPI (Bactericidatmeability-Increasing Protein),

défensines, l'azurocidine et les trois sérine-m@see I'élastase du neutrophile (NE), la
cathepsine G (CG) et la protéinase 3 (PR3) (Faatsdh, 2003). Ces sérine-protéase sont
synthétisées sous forme de zymogenes et subissemhaturation par clivage protéolytique

pour étre stockées sous forme active dans les lgsaaaurophiles. Les granules spécifiques
sont dépourvus de peroxydase et sont concentrégctaferrine. Les granules gélatinases

sont aussi dépourvus de peroxydase et contienmegtashdes quantités de gélatinase (d’ou
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leur nom) et peu de lactoferrine (Pham CT., 200685 granules ou vésicules sécrétoires
contiennent I'albumine sérique et sont principaletnges granules présentant un contenu
protéique faible. Toutefois, elles fournissent réservoir de composants membranaire (Segal
AW et al, 2005).

IV- Fonctions du neutrophile en réponse a une infection :

Les neutrophiles contribuent a la premiére lignedééense de I'organisme contre tout
pathogeéne (Nathan @t al 2006). Quand une réponse inflammatoire est inigéde a des
microorganismes infectieux, les neutrophiles soed premiéres cellules immunitaires
recrutées au site inflammatoire (Tamas laskagl.,2007).

Les différentes étapes impliquées dans la clairahoe pathogene par les neutrophiles font
intervenir, la migration du neutrophile, la phagimsg du pathogene, la dégranulation et la

destruction de I'agent infectieux.

IV-1 Migration du neutrophile au site inflammatoire :
Le processus d’extravasation des neutrophiles @eaitdivisé en trois étapes : le roulement,
l'arrét et I'adhésion ferme a I'endothélium vasdauda et la migration trans-endothéliale
(Wagner JGet al,, 2000) (Figure 20).

0 Selectins (E, P, L)
b 1g Superfamily members (ICAM-1)
¥ Integrins (LFA-1, ad, VLA-4)

Tight Adhesion and Migration

~ Rolling L

Figure 20 : Migration des neutrophiles
(Guo RF and Ward P., 2002)

La migration des neutrophiles se fait en 3 étaBesiement, adhésion ferme et migration trans-

endothélaile.
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IV-1-1 Roulement ou « rolling » :

L’initiation de la migration des neutrophiles conme par leur «capture » du sang
périphérigue et leur roulement tout au long dedepdes vaisseaux. Ce processus implique
I'adhésion des neutrophiles aux cellules endotledligia des liaisons réversibles, de faible
affinité, et leur migration depuis le sang péripiée jusqu’au site infectieux.

Ces liaisons mettent en jeu des molécules d’adhésamsmembranaires appelées sélectines
(Albelda SMet al, 1994 ; Luscinskas FWt al, 1994). Les sélectines se localisent sur la
plupart des cellules d’origine hématopoiétiqueest dellules endothéliales du sang et de la
lymphe.

Les L-Selectines (Leukocyte Selectin) sont exclsignt exprimées par les neutrophiles
(Spertini Oet al, 1991). Les P-Selectines (Platelet Selectin) stotkées dans les cellules
endothéliales et les plaquettes et ne seront egpsmue suite a un stimulus inflammatoire
(Malik A.B and Lo S.K., 1996). Les E-Selectin (Etidelial Cell Selectin) ne sont pas
stockées dans les cellules endothéliales mais dewligon des cytokines inflammatoire
stimule la transcription des genes correspond&uisdlz Det al, 1996).

La coopération entre les L-Sélectines, responsabiesroulement, a la surface des
neutrophiles et les P-Sélectines, responsablesadbaérence, exprimées a la surface des

cellules endothéliales initie la migration transtetinéliale des neutrophiles.

IV-1-2 Adhésion ferme :

L’initiation de la seconde étape de la migratiors deutrophiles a savoir I'adhésion ferme
met en place des interactions de forte affinitéestds intégrines activées a la surface des
neutrophile et leurs ligands a la surface des lesllendothéliales (Williams MAt al, 1999).

Les intégrines sont des glycoprotéines transmenabehétérodimériques (une sous-unité
et une sous-unitB) exprimées par les cellules hématopoiétiqguessenderitrophiles (Hynes
RO, 1992).

L’adhérence des neutrophiles a I'endothélium esligée par lesp2-intégrines qui
augmentent leur affinité et avidité pour leur ligaa la surface de I'endothélium. Cette
interaction va stabiliser I'adhésion des neutrggghisur I'endothélium, ils adhérent alors
fermement et s’arrétent avant de franchir la beer@éndothéliale et migrer dans les tissus

jusqu’au site inflammatoire.
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IV-1-3 Migration trans-endothéliale et franchissement de la
membrane basale :

A la suite de leur arrét sur I'endothélium, les tngphiles vont migrer a travers la paroi des
vaisseaux vers le tissu. Les neutrophiles actix@siraent en abondance des récepteurs de
chimioattractants a leur surface et vont alorséggater dans le sens de ces chimioattractants.
Les chimoattractants et les chimiokines des nebtieg sont produits par une large variété
de cellules incluant les macrophages, les monocygsslymphocytes, les plaquettes, les
neutrophiles et les cellules parenchymateusesgii et al, 1995).

Suite a des stimuli chimiotactiques, les neutrashéxpriment au moins cing récepteurs. Des
récepteurs uniques existent pour PAF (Plateletsatitig factor) un phosphoglycéride acéylé
dérivé des lipides des membranes cellulaires, @Ba, protéines du complément, LB
(leukotrienne B) et le peptide bactérien fMLP (Formyl-methionyidyl-phenylalanine)
(Wagner JGet al., 2000).

IV-2 Phagocytose, dégranulation et élimination du pathogeéne :

IV-2-1Phagocytose :

La phagocytose consiste en la reconnaissanceestion et la digestion de grosses molécules
et de micro-organismes étrangers afin de limit@véision du tissu sain (Savill J& al,
1989). Le neutrophile posséde deux types de ramepspécialisés dans la reconnaissance du
pathogene préalablement opsonisé par des antioargss fragments du complément.

Les premiers récepteurs d’opsonines du neutropdolet les récepteurs des fragments
constants des immunoglobulines de type IgGyRfcqui reconnaissent les fragments
constants libres des anticorps fixés par leur @adriable au corps étranger (Middelhoven P
J et al, 1997). Les seconds récepteurs d’opsonine duaphile sont les récepteurs du
complément (CR) qui se lient aux particules reca@gede fragments du complément. Les
principaux récepteurs phagocytaire chez le neuti®plumain sont les récepteursyRcde
type Il : FRIIA (CD32) et les récepteurs du complément CR8saduie les récepteursyi

de type Ill : FgR 1lIB (CD16) et CR1 (CD35) jouent le réle de caepteurs facilitant la
fonction des premiers (Witko-SarsatYal, 2000).

A la suite de la reconnaissance du corps étrateggneutrophiles I'internalisent et amorcent
divers mécanismes qui vont aboutir a la destructies particules englobées. L’efficience

antimicrobienne des neutrophiles humains dépendc di& deux évenements qui se
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produisent au niveau du phagolysosome des neukespstimulés : la génération d’espéces
réactives d’oxygene (ROS) suite a l'activation deNIADPH oxydase et la déversion du
contenu enzymatique et protéique des granules l@apsagolysosome (Witko-Sarsat et
al., 2000).

IV-2-2 Dégranulation :
La dégranulation est la libération du contenu deangles du neutrophile dans le
phagolysosome ou dans le milieu extracellulaires’dbit d'un événement clé de I'activité

microbienne du neutrophile (MocsaieAal., 1999).

IV-2-3 Elimination du pathogene :
Les phagolysosomes ont un rdle clé dans le prosasauobicide parce qu’ils constituent un
espace fermé dans lequel les microbes ingérésgpnsés a des substances toxiques, ce qui
limite les dégats tissulaires. La séquestratioragalulaire des microorganismes induit la
fusion des granules du neutrophile avec le phagetyme et le relargage des peptides
antimicrobiens et des protéases des granules daismbolysosome. L’action de ces peptides
et de ces protéases constituemécanisme non oxydatifde la fonction bactéricide du
neutrophile.
Le deuxieme meécanisme de la fonction bactéricide ngutrophile appelé également
mécanisme oxydatifactive le systeme NADPH oxydase. Ce systéeme géiergrandes
quantités d’especes réactives de l'oxygéene (ROS) spmt libérées a lintérieur du
phagolysosome. L’activation du métabolisme oxydatibnnu sous le nom d’explosion
respiratoire, implique en premier lieu la NADPH dage ; il s’agit d'un complexe
enzymatique composé de protéines cytosoliques [@X)pp47phox et p67phox) et de
protéines membranaires (p22phox et gp91phox) daasti ainsi un hétérodimére connu sous
le nom de cytochrome b558 (Babior B.M, 1999 ; CIRriA, 1999). Lors de I'activation des
neutrophiles, p47phox est phosphorylé et les coamissytosoliques migrent a la membrane
plasmique ou ils s’associent avec le cytochromeBha&ur former une oxydase active. Ce
complexe enzymatique est donc capable de génésearens superoxydes {O°) qui se
convertissent en peroxyde d’hydrogengOHl (Babior, 1984 ; Nathan, 1987). Il y a trois
intermédiaires dans la réduction ded’én HO,: O, °, H,O, et le radical hydroxyle (OW
La génération des anions superoxydes par l'actimade la NADPH oxydase est le point de
départ de la production d’'un grand nombre d’oxysamactifs comprenant les oxydants

54



Introduction

hY

halogénés générés a travers la signalisation MROMPO (myéloperoxydase) est une
protéine présente dans les granules azurophilemel@sophiles et des monocytes. Cette
enzyme est secrétée dans le phagolysosome ou ‘dapace extracellulaire suite a une
activation cellulaire. La MPO amplifie le potentigdxique de HO, en produisant des

intermédiaires réactifs, principalement l'acide bgiploreux (HOCI), agent trés toxique
(Figure 21).

Plasma membrane

\y/
- /- Bacterium NADPH ,/ . \\I
F A oxidase v'-e*; !
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Nucleus \L/ \\ \Phagolysosome
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Neutrophil

@ Azurophilic granules
e.g.: CG, NE, defensins, MPO, BPI, lysozyme

Specific granules
- e.g.: hCAP-18, lactoferrin, lysozyme

A Gelatinase granules
e.g.: lysozyme, acetyltransferase, gelatinase

Figure 21 : Schéma représentatif du mécanisme oxytifaet non oxydatif

d’'un neutrophile ayant phagocyté une bactérie
(Mayer-Scholl Aet al., 2004)

Le mécanisme non oxydatif du neutrophile met enlgegontenu des granules azurophiles,
spécifiques et gélatinases contenant des sérinégse des protéines et des peptides
antimicrobiens ainsi que des enzymes. Le mécanitydatif repose sur le complexe NADPH
oxydase qui s’assemble & la membrane du phagolysosb produit @ ‘qui se converti en
H,O,. La MPO produit le HOCL a partir du,8,.
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V- Elastase du neutrophile (NE) :

L’élastase (NE) comme la cathepsine G (CG) et @éase 3 (PR3) sont principalement
exprimées par le neutrophile. Ces trois enzymearéppnent a la famille de sérine protéases
et possedent un fort degré d’homologie (au nivead’ADNc et des protéines) avec les
granzymes des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et thymases et tryptases des
mastocytes. Les sérine-protéase humaines et muwameéennent, dans une triade catalytique
bien conservée, I'histidine, l'acide aspartiquades résidus de sérine (Caughey tHal,
1993 ; Heusel J Wt al, 1993).

V-1Le géne de la NE :
Chez 'homme, le géne codant la NE est localisédesbras court du chromosome 19, il
posséde une taille de 4 Kb et est organisé enecings et quatre introns (Takahashetl,
1988). Chez la souris ce gene est localisé sunrentosome 10, il posséde une taille de 1,7
Kb et est organisé aussi en 5 exons (similairédegitiques a ceux de ’lhomme) et 4 introns
(Belaaouaj Aet al, 1997) (Figure 22).
Chez 'lhomme, le géne de la NE forme un clustec d@@éne codant la PR3 et I'azurocidine
(AZU), une sérine protéase inactive qui possedeadtgités chimiotactiques et bactéricides.

Contrairement a 'lhomme, la souris n’exprime pagutrocidine (Chertov @t al, 1997).

Figure 22 : Organisation des génes humains et musnde la NE

A. Organisation en introns et exons du géne mueinadNE. 1, 2, 3, 4 et 5 représentent les
exons (Belaaouaj A&t al, 1997). B. Organisation du gene humain de la NE2, 3, 4 et 5

représentent des exons (Zimmeelal, 1992).
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V-2 La protéine NE :

V-2-1 Synthese et stockage:

La NE est synthétisée sous forme d’un précurseundgene) de 267 acides aminés et subit
deux phases de maturation au cours de la diffétenti du neutrophile pour étre stockée sous
forme active dans les granules azurophiles avegGaet la PR3. Le niveau le plus élevé
d’expression des ARNms codant la NE se situe aulestaromyeéolocytaire de la
différenciation (Garwicz 2t al, 2005).

Peu apres sa synthese, la forme zymogene subiphese de maturation puis d’adressage
dans les granules azurophiles. La maturation gedforme débute par un clivage du c6té N-
terminal, libérant un peptide signal de 27 résidiuseste a cette extrémité une pro-séquence
formée de 2 résidus qui est retirée par I'actiodaddipeptidyl peptidase | (DPPI) appelée
aussi cathepsine C (Adkison A.&t al, 2002). Le clivage de ces résidus n’est pas #@sken
pour I'adressage de la NE au granule azurophiles rihast indispensable pour son activité
enzymatique. La maturation de I'extremité N-ternenest essentielle au stockage optimal de
la NE dans les granules azurophiles. En absend2Pi®d, les proformes sont sécrétées de
facon constitutive (Garwicz Bt al, 2005) ou dégradées plus facilement comme célz a
montré pour la proforme de granzyme A (une sériotépse secrétée par les lymphocytes T
cytotoxiques) (Pham and Ley, 1999). La proformeitsaifisuite le clivage d’'une séquence a
'extrémité C-terminale de 19 résidus (Salvesen @&l @&nghid J.J, 1990) dont le
dysfonctionnement peut affecter le transport desépses du Golgi aux granules azurophiles
(Horwitz M et al, 2004 ; Gullberget al, 1995) (Figure 23).

Pre-proprotease

Signal C-terminal processing
peptidase Cathepsin C protease(s)
NH5
signal peptide mature protease C-terminal

propeptide

-1

2 -3 1 206 238
Elastase UM[T LGRRLACLFLACVLPALLLGGTALA IVGGR..... VAQFVNWIDSIIQRSEDNPCPHPRDFDPASRTH

Figure 23 : Processus de maturation de la NE humaén
(Korkmaz Bet al, 2008)
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Cette phase de maturation de la proforme de l&dastévéle un site d’interaction avec une
protéine particuliere, 'AP3 (Adaptator Protein 8ui permet le transfert de la protéase de
I'appareil de Golgi aux granules azurophiles. Seatte phase de maturation de I'extrémité
C-terminale, I'interaction avec la protéine AP3 sefait pas et I'élastase est adressée a la
membrane plasmique ou elle occupe une positiorsdma@mbranaire (Benson Két al,
2003) (Figure 24).
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Figure 24: Biologie des sérine-protéase du neutropha
(Pham C T. N., 2006)

V-2-2 Caractéristiques biochimiques:

La NE est stockée sous forme mature de 30 kDa 42ities aminés) dans les granules et est
libérée dans I'environnement extracellulaire avex deux autres sérine-protéase lorsque le
neutrophile est exposé a des stimuli inflammatoites structure de la forme mature est
stabilisée par des ponts disulfures et comportendetifs N-glycosidiques dont la nature
variable permet la différenciation des trois isaies de la NE (Watorekt al, 1993).
L’abondance de résidus basiques par rapport audusgscides conféere a la protéase un

caractére fortement basique (pHi >9).
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La NE est inactive dans les granules en raisonHlinfragranulaire acide et du fait de son
association a des protéoglycanes chargés négativaromme la serglycine (Niemann C.U
et al, 2004 ; Reevest al, 2002). Le pH plus élevé dans le milieu extradeite ou dans le
phagolysosome ainsi que la dissociation des corapl@ar des mécanismes dépendant du
flux K* permettraient de révéler son activité protéolygi¢Reeves E4 al, 2002).

L’enzyme mature est une glycoprotéine extrémematibrmique avec un point isoélectrique
tres basique (pl 10-11) (KortamazeBal, 2008) (Figure 25).

R
Ty PN
I s

Figure 25 : Structure tridimensionnelle de I'élast@e humaine du

neutrophile
(Korkmaz Bet al., 2008).

Les résidus de la triade catalytique apparaissejaume.

V-3 Substrats de la NE :
La NE est une enzyme puissante capable de dégdiffiérents substrats (Tableau III).
L’activité enzymatique de cette protéase résidsaetmiade catalytique HE- Asp'%% Ser'®
ou la Serine représente le résidu nucléophiliquea@uaj Aet al, 2002).
L’enzyme digére différents substrats protéiques g@arage principalement de liaisons
—Val-X-, -Ala-X-, -Leu-X-, et Met-X-.
Plusieurs études, surtouh vitro, ont montré que la NE peut cibler les récepteurs
membranaires, les médiateurs inflammatoires, lesiunoglobulines, et les facteurs de
coagulation.
La NE dégrade également I'élastine, la fibronectiadaminine, le collagéne de type | et IV,

les protéoglycanes, les récepteurs plaquettairgliéip les récepteurs du complément, la
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thrombomoduline, les protéines du surfactant, éethérines ainsi qu’une variété de protéines
plasmatiques (Havemann K and Gramse M, 1984 ; Gddret al, 1998 ; Ginzberg H.Ht
al., 2001; Abe Het al, 1994 ; Liou T.CGet al, 1996).

D’autres études, ont montré que la NE est capableléarader les facteurs de virulence

bactériens ainsi que les protéines de structungonssables du maintien de lintégrité du

pathogéne envahisseur.

Sérine protéase

NE

Tableau Il : Substrats de la NE

Substrats

Elastine et autres composants

de la matrice extracellulaire

Protéines plasmatiques

Médiateurs Inflammatoires
Protéines du Surfactant
OmpA chezE. coli
OprF chez’. aeruginosa
Chimiokines :
CCL3
CCL23
CXCL12
Cytokines :
IL-6
IL-18
Facteurs de croissance
TGF$
Récepteurs :

all B3 integrin

Références

Bank Uet al., 2001

Allen D.H et al, 1995
Taylor J.Cet al, 1977
Turkingston P.Tet d., 1991

Bank Uet al, 2001
Hirche T.Oet al, 2004
Belaaouaj Aet al., 2000
Hirche T.Oet al, 2008

Ryu O.Het al, 2005
Miao Z et al, 2007

Rao R.Met al, 2004

Bank Uet al., 2000
Robertson S.Eet d., 2006

Lee K.Y et al, 2006

Si-Tahar Met al, 1997

60



Introduction

CD14 Le-Barillec Ket al, 1999

CD43 Remold-O’'Donnel E., &
Parent, D., 1995

CD87 Beaufort Net al, 2004
CR1 Sadallah &t al, 1999
CXCR4 Delgado MBet al, 2001

PAR1 Renesto Rt al, 1997
PAR2 Dulon Set al, 2003
TLR4 Devaney J. Met al, 2003
TNFR Porteu Fet al, 1991

Molécules d’adhésion :

Cadhérines E Mayerle Jet al, 2005
ICAM-I Champagne Rt al, 1998
VCAM-I Levesque J.Bt al, 2001

Molécules apoptotiques :

NF-«B Preston G.Aet al, 2002

V-4 Role antimicrobien de la NE :

La NE est directement impliquée dans le proces&imihation des pathogénes par les
neutrophiles. Suite a l'ingestion d’'un microorgamés la NE et d’autres constituants des
granules du neutrophile sont relargués a lintéridu phagolysosome et entourent le
microorganisme (Belaaouaj ét al, 2000). Cependant, peu d’études ont montré qiNEla
posséde des activités antibactériennes. En edf®El peut lyser la paroi des bactéries tuées
par la chaleur (Odeberg &t al, 1976). Aussi, et suite a l'utilisation de neplndes vivants

ou des extraits de leurs granules, il a été mogue la NE participe a la digestion des
bactéries phagocytées. Toutes ces études ne détetnpas si la NE possede un effet
bactéricide ou bactériostatique. Bien que les #éfivantibactériennes des molécules des
granules du neutrophile aient été étudi@egitro, les conditions expérimentales ne reflétent

pas I'environnement du neutrophile et le miliguvivo.
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Ainsi, des études utilisant les mutations génésiquiblant la NE du neutrophile ont montré
que les souris déficientes en NE (RNEprésentent des défenses immunitaires altéréesecon
les infections &scherichia col(E. coli) etKlebsiella pneumoniaBelaaouagt al, 1998).

De plus, la NE contribue a I'activité antifongiqdae neutrophile contr€andida albicanset
Aspergillus fumigatugReeves E.[t al, 2002 ; Tkalcevic &t al, 2000).

La NE tueE. colien dégradant la protéine A de sa membrane ex{énmgA) (Belaaouaj A

et al, 2000) et clive la porine majeure F de la membeierne cheP. aeruginosgHirche
T.Oet al, 2008). De plus la NE clive les facteurs de @ngae des entérobactéerfealmonella
entericg Shigella flexneretYersinia enterocolitic§Weinrauch Yet al, 2002).

La NE possede une activité bactéricide extracétkilseule ou en association avec la CG et
la PR3. L’association de ces sérine-protéase, ®agé@ans le milieu extracellulaire, avec la
chromatine du neutrophile forme les NETs (Neutrbjhtracellular Traps) capables de
piéger les bactéries a Gram positif et les badé&i&ram négatif (Brinkmann &f al, 2004 ;
Brinkmann v & Zychlinsky A, 2007). Les NETs pernggtt ainsi aux neutrophiles de secréter
de fortes concentrations de protéases, de déglasidacteurs de virulence et de tuer les

bactéries dans le milieu extracellulaire.

V-5 Réle de I'¢lastase dans la modulation de I'expression des

cytokines et chimiokines :

En plus de ses activités bactéricides, la NE pasded propriétés de régulation de la réponse
inflammatoire locale. Elle peut moduler les fonngdbiologiques telles que la signalisation
cellulaire en agissant sur I'expression des cykkiet des chimiokines et en activant
spécifiguement certains récepteurs cellulairesritPRiN, 2006).

Plusieurs études ont montré que les sérine-protéaseneutrophile (NSP) modifient
protéolytiguement I'activité de différentes chimiiogs et fournissent un mécanisme alternatif
a la conversion des précurseurs des cytokinesldanforme native.

La CG et la NE modifient la prochemerine en chengedctive, un facteur chimiotactique, a
travers le clivage de son peptide du cété C-terhfiétamer Vet al, 2005). La NE et la CG
humaines clivent par un épissage alternatif CCL28 deux c6tés C et N terminaux,
produisant une chimiokine CC pouvant engager, awex haute affinité, deux récepteurs
différents des chimiokines (Miaoet al., 2007).

En revanche, plusieurs études ont montré queMagsi protéolytique des chimiokines par les
sérine-protéase peut résulter en une diminutioleuleactivité. En effet la CG digére CCL5
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(connue aussi sous le nom de RANTES) en un pegétigere de trois résidus N-terminaux
et montrant une activité chimiotactique diminuéen(l).K et al, 2006).
Il faut noter que I'ensemble de ces résultats décdes études in vitro. L'importance de ces

observations en situations physiologiques et pipgdimlogiques reste a définir.

V-6 Inhibiteurs physiologiques endogeénes de la NE :

L’ al-protéinase inhibitor ofl-PI), le SLPI (Secretory Leucocyte Peptidase Iibip et
I'élafine sont des inhibiteurs physiologiques de ME. Ills s’opposent a [I'activité
extracellulaire et excessive de I'enzyme (Fitch &ML, 2006).

Les inhibiteurs des sérine-protéase constituentgroupe de molécules pléiotropiques
capables de limiter I'effet délétére des protéasekhodte ainsi que celui des pathogénes.

L’ a1-PI est un inhibiteur systémique typique de plusiesérine-protéase incluant la PR3, la
CG et cible principalement la NE. Cet inhibiteuagtive la NE en s’y attachant de fagon
covalente et permanente (Dobetlal, 2004). Il inhibe approximativement 92% de la NE
dans le sérum, le reste de I'inhibition est as@ael'alpha2-macroglobulinen2-M) qui est
également un inhibiteur systémiquea2-M bloque en partie I'activité de la NE a travarse
obstruction structurale d’'une fraction protéiqudalsérine protéase (Moore ARRal.,1999).

Le SLPI inhibe principalement la NE via son extr@&C-terminale (Kido Het al, 1999).
L’extremité N-terminale du SLPI est hautement catjoe et possede une activité
antimicrobienne directe capable de perturber la bmane cellulaire deP. aeruginosa
d’'Escherichia coli Staphylococcus aureusstaphylococcus epidermise groupe A des
Streptococcuydes champignonsAspergillus fumigatust Candida albicangWilliams S Eet

al., 2006).

L’élafine inhibe les protéases a travers son doendixterminal, la NE est son substrat
principal (Simpson Aldet al, 1999). L'élafine partage beaucoup de -caraciguss
fonctionnelles avec le SLPI telle que I'activitétiaricrobienne contre les bactéries a Gram

négatif et les bactéries a Gram positif (Hiems®aral, 1996).

V-7 Effet délétere de la NE :
En plus de sa fonction physiologique antimicrobegsna NE est reconnue comme l'une des
enzymes les plus destructives de I'organisme. &dtecapable d’échapper a la régulation des
différents inhibiteurs de protéases au niveau da siflammatoire et de causer par
conséquent des lésions pulmonaires (Kawabatad{, 2002). La NE joue un rdle important
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dans la physiopathologie des Iésions pulmonairgséai Il existe une corrélation positive
entre sa concentration, la sévérité de la malaRiecker G Met al, 1988), l'index
respiratoire (Donnelly S €t al., 1995) et la défaillance du poumon (Tonzial, 1995).

Les Iésions pulmonaires aigués résultent d'uneciitie de bactéries a Gram négatif. La
forme la plus sévere du syndrome de détresse atsipir chez I'adulte est une maladie tres
mortelle résistant a plusieurs thérapies. Les t@natiques physiopathologiques de cette
maladie incluent un cedeme alvéolaire et interbtagsocié a une large infiltration de

neutrophiles dans I'espace alvéolaire (Wiener-Ksbrdi.Pet al, 1990).

V-8 Mécanismes d'échappement de la NE aux inhibiteurs de

protéases endogeénes :

La fonction physiologique des inhibiteurs endogedes sérine-protéase du neutrophile est
d’empécher la NE d’induire des lésions tissulaged’endommager les poumons. Malgré ce
mécanisme de contréle au niveau du site inflammetéa NE est capable d’échapper a la
régulation des antiprotéases selon différentes énesi D’abord, du fait de leur haut poids
moléculaire, les inhibiteurs de protéases ne pdupas accéder au microenvironnement
inflammatoire entre les neutrophiles et la NE. Drayoart, lal-Pl peut étre inactivé a travers
I'oxydation de son centre catalytique (Méthionimepmsition 358) par les espéces réactives
de l'oxygenes dérivées des neutrophiles activéstid®dan N.Ret al, 1979). Il a été
démontré que ce mécanisme inactive égalemedtM et le SLPI (Weiss S.ét al, 1989 ;
Kramps J.Aet al, 1987). Enfin, le troisieme mécanisme d’échapdnder’élastase consiste
en la non efficacité « totale » des inhibiteursagmhes contre la NE liée au tissu (Kawabata
K et al, 1996) et a la surface des neutrophiles (Owen €t.Aal, 1995). Ce dernier
mécanisme est cependant contreversé. En effetralesux récents ont montré quel-PI

est capable d’inhiber la NE liée a la surface dutmophile (Korkmaz Bet al, 2005). En
outre, il a été montré que les inhibiteurs endogéleeprotéases de faibles poids moléculaires

sont parfaitement efficaces contre la NE libreés hu tissu.

V-9 Génération de souris déficientes en |'élastase du neutrophile :

Les souris déficientes en NE ou souris 'NBnt été établies par mutagenése dirigée
(Belaaouaj Aet al, 1998).
La distribution génique du gene murin de la NE eréodifiée en créant une mutation qui

remplace I'exon n°2 par 'ADNde la néomycine phosphotransférase. Cet Apdssede le
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promoteur de la phosphoglycérate kinase (PGK-nemnee marqueur de sélection du locus
NE 7 (Figure 26). Les souris déficientes en I'élas@iseneutrophile (NE) ont été générées
par transmission des clones de cellules embryosmdit29/Sv) portant la mutation a la

lignée germinale.

Figure 26: Mutagenese dirigée du gene murin de I'astase
(Belaaouaj Aet al, 1998).

La disponibilité de souris déficientes en NE estind’ importance majeure. En effet,
I'exposition de ces souris a difféerents modéledammatoires et lésionnels mimant les
pathologies humaines nous renseignera sur le hjigigdogique (articles 1 et 2 de la these) et
la contribution de cette enzyme dans la genesepaessus inflammatoires et Iésionnels

(article en préparation).
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La réponse innée a l'infection bactérienne estct@niaée par le recrutement et I'accumulation
des polynucléaires neutrophiles (PNNs) dans leisfecté. C'est le cas par exemple des
poumons infectés pd&seudomonas aeruginogB. aeruginosachez les patients atteints de
pneumonies aigies. Il est admis aussi que la fametiajeure des PNNs est de tuer l'agent
infectieux a l'intérieur du phagolysosome et de itémn I'inflammation que ce dernier
provoque. Pour se faire, le PNN utilise différenteslécules antimicrobiennes telle que
I'élastase du neutrophile (NE). Cependant, le n@emécanisme antibactérien de la NE dans
la lutte contre l'infection pulmonaire pr aeruginosaet sa contribution a la modulation de la

réaction inflammatoire n’ont pas été élucidés.

Notre objectif principal dans ce travail est deactériser le role de la NE dans la protection
de I'nbéte contre l'infection bactérienne Pa aeruginosa d'appréhender son mécanisme
antibactérien et d’étudier le mécanisme de son igafgbn dans la régulation de

'inflammation a savoir la modulation de I'expremsi des chimiokines et cytokines pro-

inflammatoires.

Dans la premiére partie de I'étudénwivo », nous évaluons la survie des souris WT et'NE
suite a une infection intra-nasale pParaeruginosaainsi que la capacité des souris a éliminer
le pathogéne. Les fonctions antibactériennes desaphiles et le réle bactéricide de la NE
sont ensuite analysés. Enfin, nous identifionséeamisme antibactérien de la NE.

Pour cela, nous avons développé un modéle murinfedlion pulmonaire aiglie a
P. aeruginosales souris utilisées sont des souris sauvageg @des souris déficientes en
NE (NE" ) (Belaaouaj Aet al, 1998). Les souches de. aeruginosautilisées sont

respectivement la souche de référence H103 et fanhisogénique déficient en OprF H636.

Dans la deuxiéme partie de I'étuden«vitro » et «ex vivo», nous analysons d’abord
I'expression des cytokines et chimiokines dand_BA& de souris WT et NE infectées avec

P. aeruginosaEnsuite, nous déterminons le niveau de régulatenes cytokines par la NE.
Enfin, nous étudions l'effet de la NE sur la modiola de I'expression des cytokines pro-
inflammatoires et chimiokines chez les macrophanyesit de déterminer le récepteur ciblé
par la NE qui contribue a cette régulation.

La lignée cellulaire utilisée sont des macrophadesouris : les J774. Ces cellules ont été
développées dans le labortaoire de Jeffrey A Wif@ékenheiser K Aet al,, 1993).
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L’étude a également été réalisée sur des macrophmgensex vivo Ces macrophages sont
issus du péritoine de souris préalablement injsc®ec du thioglycolate (Gangloff Se€al,
1999 ; Grandjean-Laquerriereeh al, 2007). Deux types de souris ont été utilisées datre

étude: des souris sauvages (C3H/HeN) et de sowssédant un récepteur TLR4 non

fonctionnel (C3H/HeJ).
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Neutrophil Elastase Mediates Innate Host Protection

against Pseudomonas aeruginosa
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L'élastase du neutrophile médie la protection de

I'h6te contre Pseudomonas aeruginosa

A la suite d'une infection pulmonaire pBr aeruginosales neutrophiles sont les premiéeres
cellules phagocytaires recrutées au site inflamimea(Mizgerd J.P., 2008).

Deux types de mécanismes sont alors mis en placéepaneutrophiles pour éliminer les
microorganimes pathogenes : un mécanisme oxyddampton M.Bet al, 1998) et un
mécanisme non oxydatif (Ganzet al, 1999). Ces deux systemes font intervenir difféae
molécules contenues dans les granules du neuteophil

Parmi les molécules du systeme non oxydatif, onveonotamment 3 sérine-protéase, a
savoir la NE, la PR3 et la CG. Ces sérine-protéggsesent en altérant l'intégrité structurale
des bactéries. La NE mature est une glycoprotéaimrique stockée dans les granules
azurophiles du neutrophile a une concentration'atdre du millimolaire ce qui en fait un
composant majeur des neutrophiles (Lioet®l, 1996).

La NE est cruciale pour la défense de I'hGte coldsebactéries a Gram négatif. Elle peut
activer ou générer des peptides antibactériens ai&r directement les bactéries en agissant
comme un antibiotique. Notre équipe a précédemmentre le réle important de la NE dans
la défense de I'héte contre les bactéries a Gragatiig¢Klebsiella pneumoniaet Escherichia
coli). Curieusement, aucun effet de la NE sur les basté& Gram positif§taphylococcus
aureus n'a été constaté (Belaaouajei al, 1998). Ces travaux montrent en effet que les
souris déficientes en NE (N sont plus susceptibles que les souris sauvagdd a\ine
infection intrapéritonéale avec des bactéries arGnagatif, tandis qu’aucune différence de
susceptibilité n’est constatée avec des bactéri€sam positif. Notre groupe a également
démontré que pour éliminer efficacemeatdcherichia coliet Klebsiella pneumonigeNE
emploie son activité catalytique pour dégrader Hatgine majeure A de la paroi externe
(OmpA : Outer membrane protein A). OmpA joue urerises important dans le maintien de
l'intégrité des bactéries (Belaaouajeh al, 2000). Cependant, le role de la NE ainsi que sa

contribution relative dans la lutte confPeaeruginosan’ont pas été définis.
Dans cette étude nous avons tout d’abord développé@odele murin d’infection pulmonaire

aigle aved®. aeruginosaafin d’analyser I'effet du pathogene sur la matgaét la morbidité

de deux geénotypes de souris : les souris sauvaly@3 €t les souris déficientes en NE
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(NE'). Ensuite, nous avons analysé I'activité bactéeidirecte de la NE et des neutrophiles
WT et NE" surP. aeruginosaNous avons également étudié I'activité protéqlyi de cette
enzyme sur les protéines membranaires extern&s deruginosaet sur OprF et enfin, nous
avons fait appel a des techniques de protéomidédsc{rophorese 2D et la spectrométrie de

masse) afin de déterminer la cible de la NE d¢heaeruginosa
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The Journal of Immunology

Neutrophil Elastase Mediates Innate Host Protection against

Pseudomonas aeruginosa®

Tim O. Hirche,>** Rym Benabid,** Gaetan Deslee,* Sophie Gangloff,* Samuel Achilefu,’
Moncef Guenounou,* Francois Lebargy,* Robert E. Hancock,” and Azzaq Belaaouaj**

According to the widely accepted view, neutrophil elastase (NE), a neutrophil-specific serine protease, is a major contributor to
Pseudomonas aeruginosa infection-associated host tissue inflammation and damage, which in severe cases can lead to death.
Herein, we provide for the first time compelling evidence that the host rather employs NE to protect itself against P. aeruginosa
infection. Using a clinically relevant model of pneumonia, targeted deficiency in NE increased the susceptibility of mice to P.
aeruginosa. We found that NE was required for maximal intracellular killing of P. aeruginosa by neutrophils. In investigating the
mechanism of NE-mediated killing of P. aeruginosa, we found that NE degraded the major outer membrane protein F, a protein
with important functions, including porin activity, maintenance of structural integrity, and sensing of host immune system acti-
vation. Consistent with this, the use of an isogenic mutant deficient in outer membrane protein F negated the role of NE in host

defense against P. aeruginosa infection.

hen the first lines of defense against invading micro-

organisms are breached, neutrophils rapidly accumu-

late at the site of infection. The primary purpose of
this neutrophilic infiltration is the killing of pathogens and reso-
lution of the associated inflammation (1). The importance of neu-
trophils in protection against microbes is demonstrated in patients
with neutropenia or neutrophil dysfunctions who commonly expe-
rience recurrent and/or life-threatening infections (2-4). Various
antimicrobial molecules have been identified in neutrophil gran-
ules and grouped into oxygen-dependent (5) and -independent sys-
tems (6). The latter system comprises the readily active serine
proteinases, neutrophil elastase (NE), cathepsin G (CG), and pro-
teinase 3, among other polypeptides known to alter the integrity of
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bacteria. Like its family members, NE catalytic activity relies on
the His*’-Asp'?%-Ser'®S triad (chymotrypsin numbering system)
where serine represents the active residue (7). Mature NE, a cat-
ionic glycoprotein, is stored in neutrophil primary granules at con-
centrations in the millimolar range, making it a major component
of neutrophils (8). The human and mouse NE genes are highly
related, and the codons of His-Asp-Ser catalytic triad residues are
well conserved (9). In recent years, gene targeting of NE in mice
revealed that the enzyme contributes considerably to host defense
against microbial infections (10-15).

Pseudomonas aeruginosa is an obligately aerobic, rod-shaped
bacterium that inhabits a variety of environmental niches, includ-
ing soil, water, and opportunistically the human host. Due to its
genetic flexibility and large genome, P. geruginosa is biochemi-
cally versatile (16). Such features confer on this Gram-negative
pathogen the ability to grow in many habitats and thrive in diverse
circumstances. P. aeruginosa is virtually nonpathogenic in healthy
people, but individuals with defective function of the cystic fibro-
sis transmembrane conductance regulator or impaired defense sys-
tems such as neutropenic or immunocompromised patients are
commonly subjects to Pseudomonas infection (17, 18). P. aerugi-
nosa is thus an opportunistic pathogen that causes both acute and
chronic infections. The pathogen is notable for its high intrinsic
resistance to antibiotics, and it is frequently isolated in various
infectious settings involving the eye, skin, and respiratory tract.
Regarding lung infections, P. aeruginosa is a leading pathogen
causing nosocomial pneumonia, and among the most vulnerable
hosts are the mechanically ventilated patients (19). Of note, mor-
tality rates of patients with P. aeruginosa pneumonia have been
shown to be higher than those of patients with pneumonia caused
by other pathogens (20-22).

Following P. aeruginosa lung infection, neutrophils represent
the earliest phagocytic cells that are attracted to the infected site
(23). As aresult of its capacity to target a variety of host cells and
both soluble and insoluble substrates, NE has been always re-
garded as major contributor to P. aeruginosa infection-associated
tissue inflammation and damage, which in severe cases can lead to
death (24, 25). This view is supported by the long-held dogma that
activated neutrophils excrete NE, which, because of the number of
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neutrophils present, overwhelms the lung’s ability to neutralize it
(26, 27). Consequently, while much interest has focused on the
pathogenic effects of this enzyme, it remains unclear whether NE
could actually combat P. aeruginosa.

Using genetically engineered mice deficient in NE, we demon-
strate that the enzyme plays an important role in innate defense
against P. aeruginosa infection. The importance of the protective
role of NE was revealed in a clinically relevant model of Pseudo-
monas pneumonia. Our data indicate that neutrophils employ NE
to kill P. aeruginosa. In investigating the mechanism of NE-me-
diated killing of P. aeruginosa, we identified the major outer mem-
brane protein F (OprF) as a critical molecule degraded by NE.
Significantly, the use of an isogenic mutant of P. aeruginosa de-
ficient in OprF negated NE antibacterial role both in vitro and in
the pneumonia model.

Materials and Methods

Mice, neutrophils, and bacteria

Animal handling and procedures were approved by the Animal Studies
Committee at our institution. NE-deficient (NE™'™) mice were generated
by targeted mutagenesis (10). NE~/~ mice and their wild-type (WT) lit-
termates had 129/SvEv or C57BL/6 genetic background and were sex and
age (8-10 wk) matched.

Neutrophils were isolated from the mouse bone marrow or following i.p.
injection of mice with glycogen as previously described (10, 28).

P. aeruginosa H103 and its isogenic mutant H636 (streptomycin resis-
tant) deficient in the major OprF (OprF ™) were used in this work (29). The
mutant H636 was generated by insertion mutagenesis. Two clinical P.
aeruginosa strains, P.a. 11881 and P.a. 12749, isolated from patients with
pneumonia were obtained from the Bacteriology and Virology Division at
Reims Hospital. Escherichia coli was from our laboratory collection of
bacterial strains. Bacteria were washed twice with PBS (pH 7.4), and the
OD of the cultures was determined at 600 nm (1 ODggy oy = 1 X 10°
bacteria/m!) (15).

P. aeruginosa intranasal infection and survival of mice

Bacteria were passaged twice in mouse lungs before use (13). Mice were
anesthetized and intranasally (i.n.) challenged with bacteria (23). At least
30 WT mice were in. injected with varying amounts of P. aeruginosa
H103 bacteria, and their survival was followed over time. From these ex-
periments, the concentration of P. aeruginosa H103 that killed ~50% of
WT mice was determined by interpolation (LDsg, ~9 X 10% CFUs/mouse
in 50 pl PBS). Next, NE™'~ and WT mice (n = 12/genotype) were in.
infected with the LDy, and their survival was monitored during 72 h.

In subsequent experiments, groups of NE™/~ and WT mice (n = 12/
genotype) were i.n. infected with P. aeruginosa H103 or its isogenic mu-
tant OptF~, and their survival was followed during 72 h. Bacteria were
used at a dose of ~9 X 10® CFUs and 5-fold higher (~5 X 107 CFUs).

Fluorescence imaging

To ensure that mouse lungs were infected, NE™'~ and WT mice were
challenged with fluorescent-labeled P. aeruginosa H103 and examined us-
ing fluorescence imaging (30). Specifically, bacteria were labeled with the
near-infrared fluorophore bispropylcarboxymethylindocyanine (cypate).
Cypate was synthesized as described previously and dissolved in DMSO
(10 mg/ml). Twenty microliters of this solution was added to bacteria (1 X
10) in a total volume of 1 ml PBS at room temperature. Following 30 min
incubation on a nutator, bacteria were extensively washed to remove un-
bound fluorophore and resuspended in 1 ml PBS. Of note, cypate and
DMSO treatments affected neither the viability nor the growth of bacteria
as determined by the plating method (data not shown). Next, groups of
mice were challenged i.n. with 50 ul of labeled bacteria (3.5 X 107 CFUs/
mouse) (four per genotype) or saline alone (two per genotype). Four hours
later, all mice were sacrificed as above and their lungs, liver, spleen, and
stomach excised (23). Imaging of fluorescence (A s 786 DM Ay em
811 nm) in each organ was performed using a Photometrix CoolSNAP HQ
scanner and WinView software (Princeton Instruments). The near-infrared
light permits the study of the distribution of the fluorophore in deep tissues
since absorption and scattering of emitted light by endogenous biomol-
ecules are minimal. Also, the fluorophore penetrates tissue barriers without
the accompanying autofluorescence that occurs in the UV/visible spectrum.
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Lung histology and immunostaining

NE™~ and WT mice were subjected to i.n. instillation of P. aeruginosa
(LDsy,) or sterile HBSS (pH 7.4) (n = 4 mice/genotype and condition) and
sacrificed 16 h postchallenge (23). Next, mice were processed for lung
histology and immunohistochemistry using mouse myeloperoxidase Ab
(MPO, dilution, 1/3000) (31).

Differential cell counts and bacterial viability

Experiments were performed as previously described (13, 23). Blood sam-
ples were collected from the inferior vena cava. Next, mouse lungs were
perfused and lavaged in situ with HBSS (pH 7.4) and aseptically removed.
Both blood and bronchoalveolar lavages (BALs) were normalized to the
returned volumes. Total and differential counts and viability of inflamma-
tory cells in lavage fluids were immediately determined. Equal aliquots of
blood, BAL fluids, or homogenized lungs were serially diluted and plated
to determine the number of viable bacteria.

Bactericidal activity of neutrophils and purified NE

Neutrophil antibacterial activity was assessed as previously described, with
the following modification (10). Briefly, the number of WT neutrophils that
killed ~50% of P. aeruginosa (107 bacteria) was first predetermined (10°
cells). Next, bacteria were prepared as described above, resuspended in
DMEM supplemented with 10% mouse serum, and added onto the mono-
layer of NE™~ or WT neutrophils at a ratio of 1:10 (cell/bacterium). Neu-
trophil-mediated killing was assessed as the decrease in the number of
viable bacteria relative to the total number of input bacteria. Experiments
were performed four times.

NE bactericidal assay was conducted as previously described, with the
following modifications (13). Bacteria were exposed to varying NE doses
and their viability was determined. From these experiments, the dose of NE
that killed ~50% of bacteria (107 bacteria) was determined (2 ug). Next,
freshly grown P. aeruginosa (1 X 107 bacteria) were incubated alone or
with NE alone or preincubated with the specific serine proteinase inhibitors
AEBSF (4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride) (1 mM)
or al-AT (al-antitrypsin) (5 ug) (Sigma-Aldrich). Neither AEBSF nor
al-AT affected bacterial growth at the indicated concentrations (data not
shown). Following incubation for 60 min, the numbers of CFUs were de-
termined by plating method. In parallel experiments, NE activity in the
reaction was examined using its specific chromogenic substrate, Meo-Suc-
Al-Al-Pro-Val-pNA (Sigma-Aldrich), in the absence or presence of the
above inhibitors (31).

Unless otherwise stated, this NE dose was used in all subsequent ex-
periments. Of note, the purity and activity of NE (Elastin Products) were
confirmed by SDS-PAGE and zymography and/or spectrophotometrically
using NE-specific chromogenic substrate.

Fluorescence microscopy

The viability of bacteria following exposure to NE was further assessed by
fluorescence microscopy using two-color visualization of dead and live
cells (13).

Transmission and scanning electron microscopy

After incubation with or without NE, bacteria were processed for scanning
electron microscopy (SEM) or transmission electron microscopy (TEM) as
previously described (10, 13).

Isolation and incubation with NE of P. aeruginosa outer
membrane proteins (Onmps)

An overnight culture of P. aeruginosa (H103 and clinical strains) diluted
1/100 was grown in Luria-Bertani medium (500 ml) aerobically under
gentle shaking conditions at 37°C to late exponential phase. Cultures were
centrifuged (6000 X g, 15 min) and pellets washed with Tris-HCI (50 mM
(pH 7.3)). Next, bacteria fractionation was performed (32). Briefly, bacte-
rial pellets were resuspended in 5 ml of Tris-HCI (50 mM (pH 7.3)) and
lysed by sonication. Following endonuclease treatment, the mixture was
centrifuged (8000 X g, 10 min). The supernatant was diluted up to 60 ml
in ice-cold sodium carbonate (0.1 M (pH 11)), stirred for 1 h at 4°C, and
subjected to ultracentrifugation (100,000 X g, 1 h at 4°C). Next, the pellet
was resuspended in 5 ml of Tris-HCI (50 mM, pH 7.3) for one more
additional wash. The pellet, which contains Omps fraction, was collected
by ultracentrifugation and resuspended in 2 ml of Tris solution.

Omps and purified flagellin protein were incubated without or with NE
and migrated on protein gels. Next, the reactions were Coomassie blue
stained or processed for Western blotting using an Ab specific for the OprF
(dilution 1/20,000) (13, 15, 33).
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Two-dimensional electrophoresis, gel image analysis, and mass
spectrometry

Five hundred micrograms of Omps was incubated without or with NE (10
wug) for 1 h at 37°C (300 ul reaction volume) as described above. An
aliquot of the reaction (5 ul) was resolved by SDS-PAGE and Coomassie
blue stained to ensure a similar degradation profile as above. Next, the
reactions were lyophilized and resuspended in 300 pl of a solution suitable
for isoelectric focusing (IEF, first dimension) (7 M urea, 2 M thiourea, 1%
(w/v) tetradecanoylamido-propyl-dimethyl amido-sulfobetaine-14 (ASB-
14), 40 mM Tris, 2 mM tributyl phosphine (TBP), and 0.5% (v/v) Biolytes
3-10). Following the manufacturer’s protocol, 17-cm IPG strips (pH 3-10)
were rehydrated with IEF solution containing untreated or NE-treated
Omps under active mode using the Protean IEF Cell (Bio-Rad) at 50 V for
12-16 h. Next, IEF was conducted using the above apparatus for 40,000
V-hours at a maximum of 10,000 V. Before the second dimension, IPG
strips were equilibrated for 10 min in 6 M urea, 0.38 M Tris (pH 8.8), 2%
SDS, 20% glycerol, and 2% (w/v) DTT, and then in the same solution in
which DTT was replaced with iodoacetamide for an additional 10 min.
Next, the IPG strips were embedded onto a 12.5% SDS-PAGE gel (two-
dimension) with 1% (w/v) low melting agarose in SDS-PAGE buffer. Gels
were run at 25 V for 2 h at 4°C, then 85 V overnight. The reactions were
performed in duplicate. One set of gels was processed for immunoblotting
as described above using anti-OprF Ab. The other set of gels was stained
using a fluorescent dye-based stain, SYPRO Ruby (Bio-Rad), according to
the manufacturer’s recommendations. Stained gels were scanned using Flu-
or-S MAX Multilmager System (Bio-Rad) and their images processed for
comparative analysis using PDQuest software (Bio-Rad). Protein spots that
were similar in control (untreated Omps) and sample (NE-treated Omps)
gels were used as landmarks for matching and to facilitate better compar-
ison of gels. Experiments were performed in triplicate to ensure the repro-
ducibility of the protein pattern. The protein spot detected by immunoblot-
ting with anti-OprF Ab was localized on the stained gel, cut, and in-gel
digested with trypsin and the peptides were recovered as described else-
where (32, 34). The peptide mass fingerprints of tryptic peptides were
generated by MALDI-TOF mass spectroscopy and subsequently compared
with database containing virtual fingerprints obtained by theoretical tryptic
cleavage of Pseudomonas proteins (http://www.pseudomonas.com). The
identity of the selected protein spot from the major band was further con-
firmed by amino acid sequencing.

Amino acid sequencing

N-terminal sequences of OprF or its degradation products were identified
by automated Edman degradation with an Applied Biosystems sequenator
(35).

Purification and exposure to proteases of OprF

OprF was purified from the crude P. aeruginosa outer membrane (Om)
fractions by reversed-phase HPLC (System Gold analyzer, Beckman
Coulter) using a previously described method (36). Purified OprF was
incubated alone or in the presence of the indicated concentrations of
active NE, CG, lysozyme, or metalloproteinase-7 (MMP-7) for varying
times (13). The reactions were resolved by SDS-PAGE and Coomassie
blue stained or subjected to Western blotting using anti-OprF Ab. Of
note, human neutrophil CG (Elastin Products) and lysozyme (Sigma-
Aldrich) and recombinant active human matrix MMP-7 (kindly pro-
vided by Dr. W. Parks, University of Washington, Seattle, WA) were
tested for their purity and activity by SDS-PAGE and zymography
and/or spectrophotometrically using specific substrates according to the
manufacturer’s recommendations.

Exposure of intact bacteria to NE and Omps to neutrophils

Bacteria were cultured in the absence or presence of NE for varying times
and the reactions were processed for Western blotting using anti-OprF Ab
10).

Aliquots of WT or NE™'~ neutrophils (2 X 10 cells in 200 u1 HBSS
(pH 7.4)) were primed and stimulated as previously described (35). Next,
Omps (5 pg) were added to the reactions, which were incubated overnight
at 37°C (pH 7.4). In some experiments, neutrophils were preincubated with
the serine proteinase inhibitors AEBSF (1 mM) or secretory leukocyte
protease inhibitor (SLPI) (10 pg) (R&D Systems) for 15 min at 37°C
before addition of Omps. Controls included Omps incubated alone or with
purified NE (2 pg) and neutrophils alone. Following incubation, samples
were acetone-concentrated and subjected to SDS-PAGE and Western blot-
ting (35). Under these experimental conditions, 60% of the cells were dead
following overnight incubation, as judged by trypan blue dye exclusion.
Levels of released active NE from WT neutrophils were determined by
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comparison to purified NE using colorimetric enzymatic assay as described
above (data not shown).

Competition assay

Comparison of the susceptibility of WT P. aeruginosa and its isogenic
mutant OprF~ to NE attack was conducted using the competition assay. In
vitro competition studies were performed following modifications of a pre-
viously described method (37). First, WT P. aeruginosa and its isogenic
mutant OprF~ were freshly grown to mid-log phase and adjusted to the
same OD. Then, an OD value of WT P. aeruginosa that resulted in ~50%
bacterial killing in the presence of NE (2 ug) was predetermined. Subse-
quently, bacterial suspensions comprising a 50:50 mixture of WT and mu-
tant bacteria were cultured in the absence or presence of NE as described
above. Next, serial dilutions of the reactions were plated onto Luria-Bertani
agar plates without or with streptomycin to determine the numbers of CFUs
for WT and OprF~ strains. The competitive killing index (CI) is calculated
by dividing the ratio of mutant CFUs/WT CFUs obtained in the presence
of NE by the ratio of mutant CFUs/WT CFUs obtained in the absence of
NE. If the Cl is <1, this indicates that the susceptibility of isogenic mutant
OprF™ to NE was at least similar to that of WT P. aeruginosa. If the CI is
>1, this indicates that isogenic mutant OprF~ was more resistant than WT
P. geruginosa to NE.

1-N-phenylnaphthylamine (NPN) assay

NPN is a fluorescent probe commonly used to study membrane integrity
(38, 39). NPN fluoresces weakly in aqueous solution, but becomes strongly
fluorescent when taken up by altered membranes (hydrophobic environ-
ment). Bacteria were cultured with or without addition of NE as described
above. Following 30 min incubation, NPN was added and the fluorescence
intensity was measured 5 min later (A ux aps 350 DM Xy ony 420 nm) using
the SpectraMax Gemini spectrofluorometer (Molecular Devices). Control
experiments without or with NE alone were included. Fluorescence corre-
sponding to cell-bound NPN was corrected by subtracting the values ob-
tained in control experiments. The fold increase of NPN uptake was ex-
pressed as the ratio of fluorescence values recorded in NE-treated bacteria
over untreated bacteria.

Statistical analysis

Kaplan-Meier survival curves were analyzed by the log-rank test. Data of
other experiments are expressed as the means = SEM. Where appropriate,
statistical differences between groups were tested using Student’s unpaired
t test. For samples that were not normally distributed, the Mann-Whitney
U test was applied. Statistical significance was assumed at a predefined
level of p < 0.05.

Results
NE deficiency increases mouse mortality in P. aeruginosa i.n.
infection model

To determine the role of NE in combating P. aeruginosa infection,
groups of NE™~ and WT control mice were exposed via in. in-
stillation to 9 X 10° CFUs of P. aeruginosa H103 (representing the
LDy, for WT mice) and their survival was monitored during 72 h.
Initially, NE™’~ mice exhibited signs of severe infection (ruffled
fur, lethargy, diarrhea) that were markedly less striking than in
control mice. At 24 h postchallenge, 50% of NE™'~ mice but none
of the WT mice succumbed to infection. By 56 h, >80% of NE™/~
mice died, whereas, as expected, only 50% of WT mice died (Fig.
1A). None of the survivors died subsequently. Of note, the NE
immune role was bacterial dose dependent. For example, a 2.5-fold
lesser dose of bacteria than LDy, resulted in pronounced sign of
distress in NE™/~ mice a few hours postinfection, but no death was
recorded in both WT and NE™/~ mice (Refs. 15, 23 and data not
shown). However, 100% of NE ™~ mice vs 83% of WT mice died
when challenged with a 3-fold higher dose than the LDy, (data not
shown). In separate experiments, groups of NE™/~ and WT control
mice were i.n. challenged with near-infrared fluorescent-labeled P.
aeruginosa H103. Fluorescence imaging analysis demonstrated
that the main site of infection was the lung, suggestirrg that i.n.
instillation of bacteria is a reliable and reproducible lung infection
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FIGURE 1. TIntranasal infection of NE™'~ and WT mice. A, Kaplan-
Meier survival curves of NE™ and WT C57BL/6 mice following in.
challenge with P, agruginesa (9 X 10" CFUs/mouse, which represents the
LDy, for WT mice). Increased mortality of NE™'~ mice was statistically
significamt (p = 0.0169). Similur data were obtained using mice with 129/
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FIGURE 2. Mouse lung histology and bacterisl clearance. A and B,

SvEv genetic hackground (data not shown). 8, Spreading of P. aerug

monitored by fluorescence imaging. Shown are representative images of
the lungs and other argans 4 h following i.n, challenge of NE™/~ and WT
mice with cypate-labeled P. aeruginose. Quantified data of fluorescence
intensity are indicated in which each datum represents the mean £ SEM of
four mice. No luprescence staining was detected m the organs of mice
challenged with saline (data not shown), Note that most bacteria were
localized in the lungs (p > (.05 for differences hetween genotypes).

model and that P. aeruginosa did not disseminate (Fig. 18). Im-
portantly, survival data demonstrate that NE contributes substan-
tially to host protection from morbidity and mortality associated
with Pseudomonas lung infection.

NE mediates P. acruginosa killing by neutrophils

To explore the underlying basis for the vulnerability of NE~/~
mice to P. aeruginosa infection, we examined the capacity of
NE“'* and WT mice to clear bacteria from the lungs. First, lung
tissues and BAL fuids obtained from saline-instilled WT and
NE™'~ mice appeared to have normal histology and resident mac-
rophages (Fig. 2, A and B). Analyses of lung tissue sections from
P. aernginosa-challenged NE™~ and WT mice revealed similar
patchiness of cellular infilrates (Fig. 2, € and E). In accordance
with our previously published results (10, 23, 31), total cell and
differential counts of BAL fiuids from both types of mice showed
comparable leukocyte numbers and confirmed peutrophils as the
dominant cells (data not shown: Fig. 2, D and F). Imunostaining
for MPO confirmed that these infiltrates are indeed predominated
by neutrophils (Fig. 2G). As judged by cytospin analyses, there
were no significant differences in the numbers of other immune
cells including macrophages and lymphoeytes. Furthermore, the
absence of NE did not impair the ability of neutrophils to interact

P ive H&E-stained lung tissues and micrograph of Wright's-
stained cytospins from NE ™'~ mice 6 h after in. instillation of sterile
saline (magnification, %40 and %400 respectively), Similar histology was
observed in WT lung tissues. C, D and E, F, Representative H&E-stained
lung tissues and micrograph of Wright's-stained cytospins from NE™'~ and
WT mice 16 h after i.n. infection with P. aeruginosa (magnification, ®40
and X400, respectively). Inser, Rep ive neutrophil surrounding
and/or engulfing bacteria (magnification, X 1000). Of note, the patterns of
putchy cellular infiltrates were similar in NE™'~ and WT mice and mor-
phologic analysis found the predominance of neutraphils as confirmed by
immunostaining for MPO in G. G, Representative immunostaining of 7,
aeruginpsa-infected NE™~ lung tissues nsing mnti-MPO Ab, a specific
marker for nuetrophils (red color, alkaline phosphatase staining) (magni-
fication, *200). No imimunostaining was observed in infected lungs using
rabbit preimmune serum (inser), Note that a similar immunostaining pat-
tern was observed in WT lung tissues. 1/, Representative data of bacterial
clearance from BAL fiuids, lavaged fungs, and blood of NE™ and WT
mice 16 h postinfection. As controls, no bacterial growth was detected in
lungs of NE™~ mice that were i.n. instilled with sterile saline. Note that
while CFU counts of lavaged lungs were different between genotypes, they
did not reach statistical significance. Data are presented as mean CFU
counts * SEM; differences between genotypes were analyzed by the
Mann-Whitney U test {», p = 0.0278 for BALs).

with bacteria (Fig. 2, D and F, inser). However, the number of
bacteria in NE™'~ lung tissues (BALs and Javaged lungs) was
much greater than that seen in WT lung tissues (Fig. 2H). Indeed,
the inability of NE™" mice to clear Pseudomanas as efficiently as
WT mice was clearly observable early in infection and persisted
for up to 72 h (data not shown). Of note, the bacterial burden was
similar but insignificant in the bloodstream as well asin spleen,
liver, and kidneys of bath groups of mice, further confirming the
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Next, we compared the ability of NE™ and WT neutrophils to
kill P. aeruginosa in vitro. To assess their bactericidal activity,
NE™ and WT bone marrow neutrophils were exposed to bacte-
ria. After a 60-min coincubation, NE™ ™ neutrophils were less able
to kill bacteria when compared with WT neutrophils (<10% and
=>40% reduction in bacteria from 3.3 * 041 % 10 CFUs in con-
trols to 3 = 0.49 % 10% in NE™/~ neuwophils and to 2.03 + 0.2 X
107 in WT neutrophils). Of note, we confirmed that the respiratory
ULIESE @I CALEHL O] PUHEEUCYLONMS WETC UL DIIERUILeE 1 NG Heu=

suggest an important role for NE in newtrophil-mediated clearance
of P. aeruginosa.

Direct killing of P. aeruginosa by NE

We incubated purified NE directly with P. acruginosa H103 to
assess the enzyme's antibacterial activity against this pathogen.
Addition of NE markedly decreased P. aeruginosa growth (Fig.
AV Pramenharion of NFE with hath cunthetie and nhveinlaoie in.
ARILAERAL LSDLIINTAL T W TIE) LPalL UL Rl EELPWRLE, DL At ML pY LS S
ploys its catalytic activity for bactericidal function. In other ex-
periments, NE-mediated decrease of P. aeruginosa growth was
investigated as a function of various parameters, including those of
the phagolysosomal environment (¢.g., ionic strength and pH).
Overall, NE killing of P, aeruginosa was dependent on the ratio of
enzvme concentration to inoculum size. the oH of the reaction. and
incubation time, but was independent of the growth phase and salt
CULCCHU AU UHUg] v UKPCl JLHCHL COTIUILONS (Udtd UL d3HOWLHLY,
Interesrmolv. nuine similar exnerimental conditions as with P
aeruginosa H103, the growth of two clinical strains isolated from
patients with pneumonia was also markedly decreased in the pres-
ence of NE (Fig. 38).

LU HIYCHUESC LUC HIPECL UL INE UL M. Uo7 iginosa, a sclics Ul
axneriments were conducted under conditions where NE Killed —
U U LRI, I R SAURLLY VI §TE VS WAGIINLG U e
Orestence SLEMINE 0 QIsungusn ave mom daead paciernd. 1ne re-
sults demonstrated that in the presence of NE, DNA of dead bac-
ija Wit Udllapcu TSIV ANSy UL TIWOU UHIENL RICCH, Wt cas
LINA O live bacterna with intact membranes stamed red (Fig. 3000,
Next, NE-mediated damage to P. aeruginosa was assessed by ex-
HILINNE LIC DUULCIT TUSTHDTANE  PERINCEADILILY (r1g. L), USIHIE
NPN assay, we observed that incubation of P. aeruginosa with NE
was followed by an increased fluorescence intensity of the reac-
tion, reflecting increased NPN binding to altered membranes. Both
SEM and TEM further confirmed these observations. SEM re-
vealed that NE-exposed P. aeruginosa lost their typical rod-shaped
morphology with the appearance ol nodules and collapsed archi-
tecture (Fig. 3E). TEM demonstrated that in the presence of NE,
the inner and outer membranes of P. acruginosa were no longer
discernable, resulting in a distorted structural integrity (Fig. 3F),

NE degrades P. acruginosa major Oprl

We hypothesized that proteins from P. aeruginosa Om would be
susceptible to degradation by NE, resulting in bacterial death. To
determine the bacterial target(s) of NE, we grew P, aeruginosa and
subjected it to fractionation to selectively extract Omps. Unlike E.
coll. WNICH COMDIISES WO MmAor UM banas. UM [racuons or -~
aeruginosa H103 and ¢linical strains have a single predominant
band (Fig. 44 and data not shown). Remarkably, this major Om
band was completely degraded by NE (Fig. 44). Western blot anal-
ysis found that the polyclonal Ab raised against major OprF im-
MUnoOredciea specincany wiln s panda anda ai not Crossrcact wiin
other P. aeruginosa cell surface proteins (e.g., flagellin) (Fig, 48),
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FIGURE 3. NE elfect on bacteria. A and B, NE kills P, geruginosa using
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or with NE (2 pg). In duplicate experiments, NE was preincubated with its
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separare handpass oprical filters. Caprured images were mcrgcd DNA of
live (intact cell membranes) and dead (disrupted membranes) bacteria flu-
oresce red with SYTOS9 and bright green with SYTOX, respectively
(magnification, X2000). D, Following incubation of P. aeruginosa H103
with or without NE, NPN was added and the fluorescence, indicator of
bacterial membrane permeability, was measured. Shown are data for the
1010 INCrease 1N TIUOrESCEnce 1Ntensiy i NE-treated . aerugmosa H1Us as
defined in Materials and Methods, EDTA (50 mM final) was used as con-
trol for perturbed membrane integrity, Means &= SEM of three independent
experiments are shown, and data were analyzed by the unpaired ¢ test
{=, p < 0.05 for differences between NE-treated vs untreated conditions),
£ N ry SIECTON MICTOETARIS O £ @ECHgsid IMEuDEicy WIlnuuL | —IiNGy
or with NE (+NE). Bacteria were incubated withour or with NE as de-
seribed above and the reactions were processed for SEM or TEM. E,
Shown are electron micrographs of single cells (magnification, X40,000,
scale bar, 1 um). F, Shown are electron micrographs of longitudinal and
ransverse cross-sections of single cells (magnification, x40,000; scale bar,
) MM, IVICTORTAPOS #re HUSIFAnvVE OF 10U INUSPENUent experimens,

l'o ensure the wdentity ol the major Um band, ¥, aeruginosa Um
fraction was incubated alone or with NE and the reactions were
Processcd 1or iwo-aimensional ge| eleClropnoresis as asscneed
Materials and Methods, As shown in Fig, 4C, P, aeruginosa Om
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FIGURE 4. Exposure of P. aeruginosa Om protein fraction to NE. P.
aeruginosa or E. coli were grown and subjected to fractionation. A, Both
P. geruginosa H103 and E. coli Om fractions (5 pg) were incubated with
or without NE (2 pg) and the reactions were resolved by SDS-PAGE under
reducing conditions and visualized by Coomassie blue staining. Unlike E.
coli, which contains two major Omps (*), P. aeruginosa contains one pre-
dominant Om protein ( ¢ ), which is completely degraded following incu-
bation with NE. B, Aliquots of P. aeruginosa Om fraction and flagellin
proteins were resolved by SDS-PAGE and processed for Western blotting
using a specific Ab against major outer memprane protein OprF. C, P.
aeruginosa Om fraction (500 pg) was incubated alone or in the presence
of NE (10 pg) and the reactions were separated using two-dimensional
PAGE (2-D). The reactions were performed in duplicate. One set of reac-
tions (C) was SYPRO-stained. The other set was processed for immuno-
blotting using anti-OprF Ab (data not shown). Shown are representative
two-dimensional gel images. Ovals depict proteins that are resistant to NE
proteolytic activity, whereas hexagons depict proteins that are degraded by
NE. Data are illustrative of at least three independent experiments per
condition. D, The protein spot (asterisk in C), which immunoreacted spe-
cifically with anti-OprF Ab (data not shown) was processed for mass spec-
trometry and identification in the database as described in methods. E,
N-terminal amino acid sequence of OprF. Arrowhead points to sequenced
band.

fraction is complex, and despite NE potent activity, the enzyme
degraded some (hexagons) but not all Omps (ovals). Immunoblot-
ting of two-dimensional transfer membranes using OprF Ab de-
tected specifically one protein spot (data not shown). Overlapping
of Western and stained-gel images allowed the localization of this
protein spot (Fig. 4C, asterisk). Mass spectrometry analysis and
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FIGURE 5. Analysis of proteolytic degradation of purified OprF. A, Pu-
rified OprF (1 pg) from P. aeruginosa Om protein fraction was incubated
alone or with NE for the indicated times and the reactions were processed
for immunoblotting using anti-OprF-specific Ab. Note that degradation of
OprF by NE began with the appearance of intermediate fragments (up to 15
min) and is complete by 30 min (data not shown). OprF Ab did not cross-
react with NE. B, OprF was incubated with increasing concentrations of
NE for 10 min and the protein integrity was assessed by Coomassie blue
staining. Note that complete degradation of OprF is NE concentration-
dependent. C, Purified OprF protein was incubated with 2 pg of active CG,
lysozyme (Lys), or MMP-7 for 60 min and the reactions were processed for
Coomassie blue staining. None of these enzymes degraded OprF like NE.
Arrow indicates the position of intact OprF. Experiments were repeated
three times with similar results.

database searching identified the spot as the major Om protein
(OprF) (Fig. 4D). This finding was further confirmed by N-termi-
nal amino acid sequencing (Fig. 4E).

Degradation of OprF is NE-specific and dependent on
incubation time and enzyme concentration

To characterize its cleavage by NE, OptF was purified from P.
aeruginosa Om fraction. Incubation of the protein with NE for the
indicated times resulted in stepwise degradation of OptF with the
generation of distinct intermediate fragments (Fig. 54, asterisk).
To localize NE cleavage sites, the two major degradation products
were identified by Coomassie blue staining and subjected to NH,-
terminal amino acid sequencing. Analysis of these results indicated
a similar amino acid sequence for both fragments corresponding to
OprF N-terminal sequence indicating a C-terminal protessing of
OprF by NE (data not shown). Next, NE-mediated degradation
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FIGURE 6. Characterization of OprF degradation by NE. A, Mid-log
grown bacteria (1 % 107) were incubated with or without NE (2 ug) for
varying times and the reactions processed for Western blowing using anni-
OprF-specific Ab, Arrowhend indicates the expected position of OprF. B,
P. aeruginosa Om proteins (Omps, 5 wg) were incubated with purified NE
(2 pg) o isolated murine neutrophils (2 % 10 cells) alone or preincubated
with NE physiologic (SLPI, 2.5 pg) or chemical (AEBSF, | mM) inhibi-
tors overnight, and the reactions were p 1 fori blotting using
anti-OprF-specific Ab. Note that anti-OprF Ab did not crossreact with neu-
trophil proteins (lane 7)., Arrowhead indicates the expected position of
OptF. The findings are illustrative of three independent experiments.

was monitored as a fanction of enzyme concentration. Fig. 58
shows that treatment of OprF with increasing concentration of
NE led to progressive degradation of the protein. Conversely,
preincubation of NE with the serine proteinase inhibitors
AEBSF or al-AT prevented OprF degradation (data not
shown). To assess the relative importance of NE-mediated deg-
radation of OprF, other enzymes known to be involved in host
antibacterial defense mechanisms were examined. Using exper-
imental conditions comparable to those of NE, the proteases
cathepsin G and lysozyme did not degrade OprF and MMP-7
cleaved this protein very poorly (Fig. 5C).

Neurraphil-derived NE degrades OprF in intact P. aeruginosa

To determine whether NE degrades OprF in intact P, aeruginosa,
we incubated viable bacteria with NE. Our immunoblotting results
using anti-OprF-specific Ab showed that in the absence of NE,
OprF remained intact and that its expression increased consider-
ably over time (0 vs 1 h) (Fig. 64). However, incubation of bac-
teria with NE was accompanied by substantial degradation of OprF
as early as 1 h (Fig, 6A), coinciding with loss of bacterial structure
and morphology and death (Fig. 3, A and C-F, and data not
shown). These results indicate that NE is capable of targeting OprF
localized in the Om of intact P. aeruginosa bacteria.

Next, we sought to determine whether neutrophils (containing
NE) generate similar cleavage of OprF as did purified NE. Using
chromogenic substrate-based enzymatic assay, the number of ac-
tivated neutrophils added per reaction was estimated to yield a
concentration of NE comparable to that used in Fig. 4A. Incubation
with activated WT neutrophils resulted in complete degradation of
OprF similar to that obtained with purified NE (Fig. 68, lanes 2
and 3). Significant inhibition of OprF degradation was observed
with SLPL, the physiologic inhibitor known to block NE and ca-
thepsin G, but not proteinase 3, catalytic activities (Fig. 68, lane
4). OpiF cleavage by WT neutrophils was substantially abrogated
when incubation was conducted in the presence of AEBSF, a rel-
atively stable broad-spectrum serine protease inhibitor (Fig. 68,
lane 5). Incubations in the presence of EDTA gave no appreciable
inhibition, suggesting the inability of neutrophil-derived metallo-
proteinases to cleave OprF (data not shown). To assess the specific
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Table 1. Effect of NE on the viability of P. aerugimosa H103 (WT) and
its tsogenic nuitan! deficient in OprF (OprF-)

Number of CFUs

Racteria -NE +NE
Mix of WT P, seruginose and OprF~ 908 +23 60330
Mix of WT P, aeruginosa and OprF~  43.0 £5.2 367 %25

{ +streptomyein)

WT P, aeruginosa (deduced) 478 +x45 2B6x4)
Ratio of OprF~ CFUs/WT CFUs D.89 1.55
C1 1.74%

1 b5 euleuluted by dividing the ratio of OprF™ CFUs and WT CFUSs obingd in
the presence of NE (+NE) over the mutio of OprF~ CFUs smd WT CFUs obtained in
ithe ubsence of NE (=NE).

role of NE in mediating OprF degradation by neutrophils, we in-
cubated OprF with neutrophils isolated from mice deficient in NE.
Equivalent numbers of NE-deficient neutrophils showed less deg-
radation of OprF as compared with WT neutrophils (Fig. 68, lanes
3 and 6). Of note, overnight incubation of Omps. alone did not
cause a spontaneous degradation of OprF (Fig. 6B, lane 1). Thus,
these findings demonstrate that NE contributes to the efficient deg-
radation of OprF by neutrophils.

¥ NEH

Survival with OprF —(%)
g

) 24 48 72
time (h)

FIGURE 7. Roles of OprF in maintenance of bacterial integrity and
mouse susceptibility to P. aeruginosa lung infection. A, Following incu-
bation of mutant (OprF ™) bacteria with or without NE, NPN was added and
the fl ence wis 1. Shown are data of fold increase in fluo-
rescence intensity in NE-treated OprF ™ reaction. EDTA (50 mM final) was
used as control for perturbed membrane integrity, Means = SEM of three
independent experiments are shown, and data were analyzed by Student’s
unpaired r test (+, p < (.05 for differences between NE-treated vs unireated
conditions), 8, Electron micrographs of OprF-deficient P. aeruginosa in-
cubated without {(—NE) or with NE (+NE). Bactenia were incubated with-
out or with NE and their viability and morphology were examined as de-
seribed in Materials and Methods, In the absence of OprF, mutant strains
showed no statistically significant decrease in their growth (Table 1, data
not shown) and no altered morphology in the presence of NE (magnifica-
tion, X40,000; scale bar, 1 pm). Micrographs are illustrative of four in-
dependent experiments. C, Kaplan-Meier survival curves for NE™'~ and
WT mice in response to intranasal challenge with OprF~ (5 % 107 CFUs/
mouse). Note that survival rates were not significantly differ®nt between
WT and NE™™ mice (p = 0.4896),
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Deficiency in OprF protects P. aeruginosa from NE attack

To assess the contribution of OprF to NE-mediated killing of P.
aeruginosa, we performed the competition assay as described in
Materials and Methods. As shown in Table I, the number of CFUs
of the bacterial mix of WT P. aeruginosa and streptomycin-resis-
tant isogenic mutant OptF™ decreased considerably in the pres-
ence of NE (Table I, row ). However, the numbers of CFUs in the
presence of streptomycin were insignificantly different in the pres-
ence or absence of NE (Table I, row 2). As expected, the deduced
numbers of CFUs of WT P. aeruginosa indicate ~50% killing of
bacteria in the presence of NE (Table I, row 3). As reflected by the
competition killing index (CI > 1.74), NE had no apparent effect
on the viability of bacteria in the absence of OprF. To confirm that
the presence of OprF was required for NE bacterial killing, we
incubated WT P. aeruginosa and OprF~ without or with NE
and processed the reactions for NPN membrane permeability
assay and SEM. In the presence of NE, strikingly altered mor-
phology and increased Om permeability were observed with
WT P. aeruginosa (Fig. 3, D and E, and data not shown), but
not with the OprF~ mutant (Fig. 7, A and B).

The absence of OprF negates the role of NE in host defense
against P. aeruginosa

To determine the relevance of this mechanism in vivo, WT and
NE '~ mice were i.n. challenged with ~9 X 10° CFUs of OprF~
and their survival was monitored over time. While at this bacterial
dose, WT P. aeruginosa killed ~50% of WT mice and >80% of
NE ™/~ mice (Fig. 1), no death was recorded with OprF ™ in either
NE~’~ or WT mice. Also, analysis of BAL fluids found similar
total cell and differential counts (data not shown). Interestingly, a
5-fold increase of OprF~ inoculum size (5 X 107 CFUs) still did
not result in significant death either, whereas WT P. aeruginosa at
this dose killed 100% of both types of mice (Fig. 7C and data not
shown). Thus, the presence of OprF was required for NE-mediated
host defense against P. aeruginosa lung infection.

Discussion

According to the widely accepted view, NE, a neutrophil-specific
serine protease, is deleterious to the host in P. aeruginosa infec-
tious diseases. In the present study, we provide for the first time
compelling evidence that NE has rather a protective role against P.
aeruginosa infection. Using a clinically relevant model of pneu-
monia, targeted deficiency in NE increased the susceptibility of
mice to P. aeruginosa. When the capacity of mice to clear P.
aeruginosa was examined, NE™/~ mice were less able to contain
infection or reduce bacterial burden. Thus, NE plays a relatively
important role in host defense against P. aeruginosa since appar-
ently other host “weapons” cannot substitute for it in vivo.

The acute inflammatory response to P. aeruginosa infection is
reportedly characterized by the migration of neutrophils from the
pulmonary capillaries into the airspaces (40). In contrast to a series
of studies proposing a role for NE in neutrophil transmigration
(41-43), the absence of the enzyme did not hamper neutrophil
accumulation at the infected site under our experimental condi-
tions. Indeed, our data are in accordance with published reports
showing the inconsequential impact of NE on neutrophil migration
in infection settings using different pathogens and/or routes of
challenge (10, 11, 23). Similarly, the density of alveolar macro-
phages, another immune cell important for bacterial lung clearance
(44), was not affected by NE deficiency. The primary purpose
of neutrophil recruitment to infected sites is the rapid clearance of
invading bacteria. Comparison of the antibacterial functions of
NE™'~ and WT neutrophils against P. aeruginosa indicated that

NE PROTECTS THE HOST AGAINST P. aeruginosa

phagocytosis and respiratory burst functions were not compro-
mised in NE™/~ neutrophils. However, while the numbers of vi-
able bacteria decreased in the presence of both cell types, NE™/~
neutrophils exhibited substantially less bactericidal activity than
did WT neutrophils. This defect was attributed to the absence of
NE, which proved to be directly bactericidal against P. aeruginosa.

In determining the mechanism of NE-mediated killing of P.
aeruginosa, we observed that exposure of bacteria to NE resulted
in the loss of their rodlike morphology concomitant with mem-
brane disruption and increased permeability, indicating that the
enzyme targets proteins of essential importance to P. aeruginosa
integrity. P. aeruginosa, like most Gram-negative bacteria, con-
tains a thin peptidoglycan overlaid with an Om in which proteins
are embedded within a phospholipid bilayer. The outer member
protein fraction, although complex, was predominated by a protein
that we identified as OptF. OprF represents ~15% of P. aerugi-
nosa outer member protein fraction (~2 X 10° copies/cell), mak-
ing it a major protein of the pathogen (45). Strikingly, NE de-
graded OprF, coinciding with death of bacteria.

OprF is associated with the underlying peptidoglycan and con-
tributes to the stabilization of the Om as well as exhibiting phys-
iologically relevant porin activity (45-47). Degradation of OprF
by NE would therefore explain the observed phenotypic alterations
and ensuing death of P. aeruginosa. Recently, it was reported that
P. aeruginosa binds host IFN-vy through OprF, resulting in the
quorum-sensing system activation and virulence gene expression
(48). This finding suggests that by degrading OprF, NE dampens
the ability of P. aeruginosa to sense the host immune system ac-
tivation and to mount an effective virulence response. NE has been
previously shown to target directly the virulence factor flagellin
(15) and repress its transcription in P. aeruginosa by an as yet
undefined mechanism (49). Taken together, these observations
highlight the capacity of NE to not only kill P. aeruginosa, but also
to abrogate its virulence. Degradation of OprF by NE may also
accentuate P. aeruginosa death by other alternative pathways.
OprF degradation products could be toxic to P. aeruginosa. By
cleaving OprF, NE might diffuse inside and degrade proteins im-
portant to bacterial survival. Lastly, NE-mediated OprF degrada-
tion contributes to efficient host defense against P. aeruginosa by
altering the pathogen’s membrane permeability, paving the way to
other neutrophil antibacterial molecules for further damage and
death.

A model of OprF arrangement in P. aeruginosa Om has been
proposed wherein B-sheets cross the membrane and are intercon-
nected in part by conserved surface-exposed loops (33). Interest-
ingly, inspection of OptF primary structure revealed various pre-
ferred NE cleavage peptide bonds, some of which were likely to be
cell surface-localized based on the proposed OprF secondary struc-
ture model (50). That NE degrades OprF was further confirmed
following incubation of neutrophils with Om containing OprF
or live bacteria with NE. Taken together, these findings suggest
that NE could encounter and degrade OprF in vivo. Importantly,
in this study NE was used at concentrations below its physio-
logical levels, which have been reported to exceed the milli-
molar range (8, 51).

In vivo, NE could target OprF inside the phagocytic vacuole
where bacteria are trapped. In support of this possibility, NE
has been shown to surround bacteria engulfed inside the
phagolysosome and degrade their virulence factors (13, 14).
Alternatively, degradation of OprF could occur extracellularly
through NE released by degranulation. There is accumulating
evidence that microbial challenge is associated with not only
extracellular release of free active NE (23, 35), but alsd with the
production of chromatin-based structures containing NE. These
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structures, termed neutrophil extracellular traps, capture and
target invading pathogens and/or their virulence factors (52).
While phagocytosis represents the main antibacterial function
of neutrophils, the relative importance of free or neutrophil ex-
tracellular trap-associated NE in host defense against P. aerugi-
nosa remains to be determined. Based on our NE inhibition
data, the extracellular degradation of OprtF in vivo will be de-
termined by the balance of active NE and its physiologic in-
hibitors (specific and nonspecific).

Incomplete inhibition of neutrophil-mediated degradation of
OprF suggests some contributions of other proteases. With respect
to neutrophil serine protease family, it seems likely that proteinase
3 would contribute to OprF degradation since SLPI does not in-
hibit this enzyme and cathepsin G does not degrade OprF. Coin-
cidentally, a recent study showed that cathepsin G was not required
for host defense against P. aeruginosa in a mouse model of
Pseudomonas endobronchitis (53). Whether proteinase 3 kills P.
aeruginosa and contributes to host protection, however, is un-
known. Generation of mice deficient in all three serine proteases is
underway and should enhance our understanding about the relative
contributions of individual enzymes in protecting the host from P.
aeruginosa.

The finding that NE degrades OprF to kill P. aeruginosa, in-
cluding the two pneumonia isolates, is of importance. It reinforces
the hypothesis that NE mediates maximal neutrophil killing of
Gram-negative bacteria by targeting these latter’s major Omps and
cleaving perhaps common surface-exposed epitopes (13, 54). The
major Om protein OprF may then represent a target in the design
of therapeutic strategies against P. aeruginosa. However, since P.
aeruginosa is known to change its phenotype, further studies using
clinical strains isolated from various infection settings are awaited
to determine whether a correlation between the susceptibility of
these strains to NE attack and the expression of OpiF could be
established. In recent years, several studies proposed that NE has
the capacity to modulate biologic activities of various inflamma-
tory mediators (55). It would be of interest to investigate the rel-
ative importance of this aspect in host defense against P.
aeruginosa.

As mentioned earlier, NE is a potent enzynie and is regarded as
the prime suspect in the destructive activities in P. aeruginosa
infections, casting doubt on the enzyme’s beneficial role. Collec-
tively, the findings of this work clearly demonstrate that NE me-
diates innate host protection against P. aeruginosa, at least in mice.
As such, strategies aimed at controlling excessive neutrophil re-
cruitment and/or activation (e.g., NE release) in response to P.
aeruginosa infection should be considered. In the same token, the
inhibition of NE to treat P. aeruginosa-associated tissue destruc-
tive diseases should be reconsidered taking into account the en-
zyme’s antibacterial function.
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Cette étude nous a permis de démontrer les paiivargs :

(1) Les souris NE présentent un taux de mortalité et de morbidifgsaur a celui des
souris WT suite & une infection intra-nasale parséaiche H103 du pathogéne
P. aeruginosa

(2) La NE est dotée d'une activité bactéricide direxbatre P. aeruginosaceci a été
monté en utilisant la souche de laboratoire H10Biague deux souches cliniques
isolées chez des patients atteints de pneumonies.

(3) L'activité antibactérienne des neutrophiles défitse en NE est atténuée
comparativement a celle observée avec des neutgsdauvages.

(4) La NE cibleP. aeruginosaen dégradant sa protéine membranaire majeure B-JOp
Cette dégradation est dépendante du temps etodedantration en NE.

(5) La souche deP. aeruginosadéficiente en OprF (OpfP n'est pas létale pour les
souris WT et NE.

L’ensemble des ces résultats démontre pour la prenfidis, le rdle important de la NE
dans la protection de I'hdte contre les infecticagpiratoires #. aeruginosa

L’étude du mécanisme antibactérien de la NE noperanis de montrer que I'enzyme
dégrade la protéine membranaire majeure F (Opr/M. deruginosaporine qui joue un
réle important dans le maintien de lintégrité sturale de cette bactérie et dans la

reconnaissance et I'activation du systéme immumii@e I’hote.
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L'élastase du neutrophile module I'expression des
cytokines dans le cas des infections pulmonaires a

Pseudomonas aeruginosa

La réponse immunitaire innée est une réaction plogique permettant a I'h6éte de se
protéger contre les agents infectieux. Cette ré@actst caractérisée par I'expression de
médiateurs inflammatoires qui assurent le recruténde cellules immunitaires au site de
l'infection afin d’éradiquer l'agent pathogene. Barne cas d'infections pulmonaires
bactériennes, l'interaction de l'agent envahissauec les cellules hotes résulte en une
cascade de signalisation aboutissant a la product® chimiokines et cytokines capables
d’activer les cellules immunitaires. Ainsi, les trephiles sont les premieres cellules
immunitaires recrutées au site de l'infection. @edlules sont des phagocytes efficaces
capables d’éliminer le pathogéne grace a leur igetiactéricide qui repose sur deux
systémes : un systeme oxydatif et un systeme npdatik (Hampton M.Bet d., 1998 ; Ganz

T etal, 1999).

Le systeme non oxydatif du neutrophile repose 'agtivité de ses trois sérine-protéase : la
CG, la PR3 et la NE. L'activitt¢ de ces enzymes maictiobienne est dle a la triade
catalytique : His-Asp-Ser ou la Serine est le nésictif (Bode Wet d., 1989).

La NE, une glycoprotéine cationique, est stockées dies granules azurophiles du neutrophile
a des concentrations excédants le taux du millimokiou T.G et al, 1995). Les études
menées sur les souris déficientes en NE{NEnt permis de montrer que cette enzyme
contribue a la protection de I'hdte contre les dtiftns microbiennes. En effet, suite & une
infection, les neutrophiles relarguent les sérir@gase, entre autre la NE, a lintérieur du
phagolysosome afin d’éliminer le pathogene. La Nigrdde les protéines de la membrane
externe de la bactérie, protéines nécessaires enienade I'intégrité bactérienne (Belaaouaj
A et al, 2000 ; Hirche T.CGet al, 2008). La NE est capable également d’atténupple/oir
pathogene des bactéries en ciblant leurs facteringirdlence (Weinrauch Yt al, 2002 ;
Lopez-bado Y.%t al, 2004).

L’infection microbienne est associée avec une siéorée la NE active. Cette sérine protéase
a été considérée depuis longtemps comme une enzg@skeuctive et néfaste au tissu
inflammatoire dans le cas d’'infectiorPaaeruginosaCet effet destructeur est la conséquence
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de I'échappement de la NE a ses inhibiteurs phygigues. Cependant, on a montré
récemment que la NE contribue considérablementaétiVité bactéricide du neutrophile
contreP. aeruginoseaet ainsi a la protection de I'hote contre cetteté®ae dans un modéle
cliniue d’infection pulmonaire aigiie. La NE dégeath protéine majeure OprF de la
membrane externe d& aeruginosaonduisant a une perte de la structure bactérienada
mort du pathogéne.

Le rble de la NE dans la défense de I'h6te coRtraeruginosasemble étre plus complexe
gu’'une simple dégradation des protéines structsirddela bactérie, d’'ou notre intérét au role
inflammatoire de la NE dans les infections pulmoemiaP. aeruginosaHirche T.Oet al,
2008).

En utilisant les souris NE, dans un modéle clinique de pneumoni.&eruginosanous
avons montré que I'enzyme contribue a la réguladetiinflammation pulmonaire causée par
le pathogend®. aeruginosaNos résultats indiquent que la déficience en NEassociée a
une diminution a un niveau protéique et transaipiel des cytokines pro-inflammatoires
TNF-0, MIP-2 et I'lL-6 au niveau des poumons. L'importande la NE dans la régulation de
I'expression des cytokines a été confirmée suitBexposition des macrophages (lignée
cellulaire et macrophagex vivg a cette enzyme.

L’ensemble de ces résultats montrent pour la prenficgés que la NE ne cible pas uniguement
les bactéries et leurs facteurs de virulence massgrle également la capacité de réguler la

réaction inflammatoire associée.
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ABSTRACT

There is accumulating evidence that microbial emge is associated with the extracellular
release of free active NE. As a result of its posatuble and insoluble substrate-degrading
capacity, NE has been always considered as “a psuspect” inP. aeruginosaassociated
inflammatory and tissue-destructive diseases. Hewewe provided recently compelling
evidence that NE contributes considerably to ne@hitenediated host protection in a
P. aeruginosapneumonia model. Interestingly, a number of swidibout the extracellular
functions of NE in inflamed situations suggest ttet enzyme’s role in host defense against
P. aeruginosamight be more complex than simple killing of bage Using NE-deficient
mice in a clinically relevant mouse modelRf aeruginosgpneumonia, we demonstrate that
the enzyme contributes to the regulation of lurfammation triggered by this pathogen. Our
data indicate that the absence of NE was assocwithddecreased protein and transcript
levels of pro-inflammatory cytokines TNd-MIP-2 and IL-6 in the lung. The importance of
NE-mediated regulation of cytokine expression wather confirmed following exposure of
macrophages (cell line-derived or peritoneum-atitnacrophages) to NE. Taken together,
these studies show for the first time that NE naly dargets bacteria and/or their virulence
factors (inside or outside the PMN) in the settofglung infection, but the extracellular
enzyme has the capacity to regulate the assodi#tachmation. As such, strategies aimed at
inhibiting NE in tissue-destructive diseases (eig.,the setting ofP. aeruginosalung

infection) should take into account the enzymegpitatory role of inflammation.
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INTRODUCTION

Innate immune response is a physiological reacifdhe host to protect itself from insulting
agents such as invading pathogens. This complexdgnamic process relies in part on the
coordinated expression of inflammatory mediatorsg gecruitment of immune cells with the

ultimate goal to rid the host of pathogens andlvestine associated inflammation.

In the setting of respiratory bacterial infectiofesg., bacterial pneumonia), interaction of
invading microbes with host cell receptors (e @l;ltke receptor (TLR)), results in a cascade
of signalling events and production of chemokingskines, which call in and/or activate
immune cells (1). In this regard, the predominaofceolymorphonuclear neutrophils (PMNSs)
at the site of infection represents a characteristiture of innate immune response especially
when the first lines of host defense are breacBedRMNSs are efficient phagocytes whose
main function is thought to be the clearance otdxza The cells are equipped with a myriad

of antimicrobial molecules grouped into oxidativelanon-oxidative systems (3,4).

Regarding the non oxidative system, we and othave dentified the PMN specific serine
protease, neutrophil elastase (NE), as a key arimial enzyme (5,6). Like its family
members cathepsin G (CG) and proteinase 3 (PR3)atdytic activity relies on the His

102

Asp'®%Ser® triad (chymotrypsin numbering system) where Sprasents the active residue
(7). NE, a cationic glycoprotein, is stored in ndadactive form in neutrophil primary
granules at concentrations exceeding millimolargeamaking it a major component of
neutrophils (8). Gene targeting of NE in mice rdedathat the enzyme contributes

significantly to host protection against microhiaflections (5,6). Following bacterial uptake,

PMNs discharge rapidly NE inside the phagolysostoneombat bacteria (9). In determining
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NE-mediated defense against Gram-negative bacteeidound that the enzyme degrades the
major outer membrane proteins (omps), structuralemms localized on the cell wall (9,10).
NE has also the capacity to attenuate the pathogenf invading microbes by targeting their

virulence factors (11,12).

There is accumulating evidence that microbial emge is associated with the extracellular
release of free active NE (13,14). As a resulttefpotent soluble and insoluble substrate-
degrading capacity, NE has been always considesed @rime suspect” if. aeruginosa
associated tissue- inflammatory and destructiveadies. In support of this, the traditional
thinking is that NE surpasses the lung’s inhibitehyeld to block the enzyme. However, we
provided recently compelling evidence that NE dbotes considerably to neutrophil-
mediated host protection inRa aeruginosgneumonia model (10). Interestingly, a number of
studies about the extracellular functions of NEnflamed situations (15) suggest that the
enzyme’s role in host defense agaiRstaeruginosamight be more complex than simple
killing of bacteria. Altogether, these observatigm®mpted us to investigate the role of

extracellular NE irP. aeruginosanfection-associated lung inflammation.

Using NE-deficient mice in a clinically relevant os® model oP. aeruginosgpneumonia,
we demonstrate that the enzyme contributes todagelation of lung inflammation triggered
by this pathogen. Our data indicate that the ales@fidNE was associated with decreased
protein and transcript levels of pro-inflammatomgtakines TNFe, MIP-2 and IL-6 in the
lung. The importance of NE-mediated regulation otokine expression was further
confirmed following exposure of macrophages (dek{derived or primary macrophages) to

NE. Taken together, these studies show for the timse that NE not only targets bacteria
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and/or their virulence factors (inside or outside PMN) in the setting of lung infection, but

the extracellular enzyme has the capacity to reguke associated inflammation.
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MATERIELS AND METHODS

Reagents Purified NE and elastin were obtained from Etagfiroducts Company (EPC,
Owensville, MO). NE activity was determined speptrotometrically using the specific
chromogenic substrate N-methoxysuccinyl-Al-Al-PraPNpNA (EPC) according to the
manufacturers recommendations. Recombinant hunaetegy leukocyte protease inhibitor
(SLPI) was purchased from R&D Systems (Minneapdliy, Pseudomonas aeruginos®S
was purchased from Sigma-Aldrich. RPMI-1640 medilMEM medium, foetal bovine
serum (FBS), penicillin, streptomycin, PBS was ot#d from Gibco (Invitrogen SARL,
Cergy Pontoise, France). Pentobarbital sodique wbtained from CEVA Santé Animale.
Primers for Semi-quantitative and Real time RT-P@Rre purchased from Operon
Biotechnologies (Cologne, Germany). SYBR greernréai time RT-PCR was obtained from
Invitrogen. All other chemicals were reagent gradd purchased from Sigma-Aldrich, unless

otherwise stated.

Mice. NE-deficient (NE") mice were generated by targeted mutagenesis esopsly
described (5). NE mice and their wild-type (WT) littermates and CBidd (TLR4") and
control C3H/HeN mice (Harlan Laboratoriesg¢re used in this study. Of note, C3H/HeJ mice
have a naturally non responsive TLR4. Mice were @eat age (8-10 weeks) matched and
maintained in the animal barrier facility with a-h2ight/dark cycle and provided with water
and foodad libitum Animal handling and procedures were approvedheyAnimal Studies

Committee at our institution.
Bacteria and intranasal infection Pseudomonas aerugino$#.03 was kindly provided by

Dr. Hancock (VancouveBC, Canada). An overnight bacterial culture (1 mére grown in

Luria Bertani broth (10 ml) at 37°C to late expoti@nphase (3h). Bacteria were washed
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twice with PBS (pH 7.4) and the optical density (QiDthe cultures determined at 600 nm (1
OD 600 nm == 1 X 10 bacteria/ml).

NE” and WT mice (n = 20 mice/genotype) were anestbeti® intraperitoneal (i.p) injection
of ketamine hydrochloride (75 mg/kg) and medotomedhydrochloride (1 mg/kg). Next,
mice were challenged intranasally (i.n) with 50jéride saline buffer (PBS) alone or
containing P. aeruginosaH103 (10 CFUs/per mouse) (10). Mice were sacrificed at
designated time points (4, 12 and 24h post-infagtend their lungs lavaged situ using 1

ml of PBS, pH 7.4, cycled three times (16). Ideadtieecoveries of lavage (700 ml/mouse)
were obtained for each of the experimental groBpgh bronchoalveolar lavage fluids (BAL)

and recovered lungs were processed for analyslessibed below.

Lung histology and BAL cell counts Mouse lungs were processed for histology 24h-post
challenge (17). Briefly, the lungs were inflateithwl0% buffered formalin at a constant
pressure of 25 cm H20 for 15 min. Next, the lumgse excised, immersion-fixed with 10%
buffered formalin for 24-48h, dehydrated, embeduhepgaraffin, and cut into 5 pm sections.
Serial lung tissue sections were processed, staintbdhematoxylin and eosin (H&E), and
examined by light microscopy. Cell counts from BAlds were immediately performed by
hemacytometer. For differential counts, cells weygspun, Wright stained and identified
using standard morphological criteria. The remagridAL samples were centrifuged for 10

min at4°C and supernatants were snap-frozen and stor8°&t until use.

Cell cultures. Mouse macrophage derived from the cell line J77deveeeded on a 24 well
plate (ATGC Biotechnologies SA, Marne-la-Valléeafice) at 1 x 10cells/well and grown
for three days to confluence at 37°C in 5%,0®©DMEM medium supplemented with 1%

foetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin/strepyoin (18). In separate experiments,
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macrophages were attracted to the peritonea of IG&H(TLR4") and control C3H/HeN
mice following intraperitoneal (i.p.) injection Wit3 ml of 3% Brewer thioglycolate broth
(Difco Laboratries, Detroit) (19). Four days laterice were sacrificed. Cells were harvested
by lavaging the peritoneal cavities with 10 ml dPMRI-1640 (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France), washed twice in RPMI-1640 and resuspemddte medium supplemented with 1%
autologous serum. Macrophages represented > 95teatell population and > 98% were
viable as judged by differential counting and tnydalue dye exclusion respectively. Cells
were seeded on a 24 well tissue culture platexat® cells/well, incubated for 4h at 37°C in
5% CQ to allow macrophages to adhere and then, washe@ twith 1 ml of medium to

remove non-adherent cells.

Exposure of cells to purified NE.Prior to NE treatment, cell line-derived or primary
macrophages were washed twice with 1 ml PBS anturedl for 1h with serum-free
corresponding medium. In dose response and timesea@xperiments, cells were treated with
various concentrations of NE (100, 300, 500 nM)doe hour, washed twice with 1 ml PBS
and cultured at 37°C in 5% G@ fresh complemented medium for different periofl§ime

0, 1, 2, 4, 12, and 24h). To ensure maximal retholvBAIE, culture media was tested against
NE specific substrate (20). In some experiments\WdE preincubated with SLPI for 5 min at
37°C prior to addition to cells. Controls includeells cultured in the absence of NE. Under
these experimental conditions, over 90% of thesoettre alive, as judged by morphologic

criteria and trypan blue dye exclusion.
Custom mouse cytokine antibody arrayDetermination of cytokines levels in cell-free BAL

fluids of WT et NE-/- mice at time points 12h andh2(n=4/genotype/time point) was

performed using custom mouse cytokine antibody saicay according to the manufacturer’s
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instructions (Ray Biotech, Tebu-Bio, Le Perray-evelhes, France) (21). Briefly, equal
volumes of cell-free BAL fluids (40@l) were added to antibody-coated membranes and
detection of immunoreactive cytokine was carrietifollowing incubation of the membranes
with streptavidin—horseradish peroxidase biotirgdaantibody complex and visualisation by
enhanced chemiluminescence. Images were obtaitdawhemiDoc XRS imaging system
(Bio-Rad). Densitometric analysis was performedcaptured images using Quantity One 1-
D analysis Software (version 4.5.2) (Bio-Rad). Spof interest were normalized to an

internal control after subtraction of represen@atiackground sample.

Bio-Plex cytokine assayEqual volumes of cell-free BAL fluids (50@l) were processed to

determine cytokine concentrations of THFMIP-2, and IL-6 using a multiplex bead-based

immunoassay kit (Bio-Rad). Cytokine assays werefopged as described by the
manufacturer's protocol. Each reaction in the kiiswperformed in triplicate with the

experiment repeated three times.

Immunoblotting . NE antigen was detected by Western blotting (1BWiefly, cell-free BAL
fluids (10 pl) were resolved by SDS-PAGE under oialy conditions and transferred to
PVDF membranes (Millipore Corp., Bedford, Massaeliiss USA). The membranes were
sequentially incubated with rabbit polyclonal antly to mouse NE (dilution, (dilution,
1:2,000) followed by goat anti-rabbit horseradiggrgxidase. Immunoreactive fragments
were visualized by enhanced chemiluminescence (BGigersham Biosciences, Piscataway,

New Jersey, USA).

Elastin zymography. NE activity was determined bw-elastin-zymography (17). Briefly,

cell-free BAL fluids (10 ul) were electrophoresedder non-reducing conditions at 4°C on
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12% SDS-PAGE gels containing 1 mg/ml elastin. dwihg electrophoresis, gels were
soaked in 2.5% Triton X-100 for 30 min, rinsed Byieand incubated at 37°C for 48 h in 50
mM Tris HCI (pH 8.2), containing 5 mM Ca£l The gels were then stained with Coomassie
blue and destained in 5% acetic acid and 10% methakctive NE appears as a transparent
lysis band attB0 kDa. NE activity in cell-free BAL fluids was rilner confirmed using

conventional chromogenic peptide assays as dedcaibave.

RNA extraction and Reverse transcription-polymerasechain reaction (RT-PCR). Total
RNA isolation was performed using MasterPUr&RNA Purification kit as described by the
manufacturer’s protocol (Epicentre, Biotechnolopigi®?). Briefly, mouse lung tissues (half
lobe) and cells pellets were lysed and RNA wasaextd. Purified RNA was resuspended in
RNase inhibitor-containing TE Buffer. RNA concetiba and purity were determined by
spectrophotometry (A260/A280 ratio). Integrity of NR samples was verified by
electrophoresis on 2% agarose gels and visualizatider UV light .

The pro-inflammatory cytokine expression was deteeah by RT-PCR. Total RNA (1ug)
samples were reverse-transcribed using (Invitrdgén Technologies). Next, cDNAs were
amplified by PCR using specific primers (40 cycésrting with DNA denaturation for 2min
at 94°C; each cycle corresponded to denaturatioii3e at 94°C, primer annealing at 60°C
for 30s and extension at 72°C for 30s). Levelsypbkine mRNA transcipts were normalized
to the internal control 28 S mRNA. RT-PCR produstre analyzed by electrophoresis on
1.2 % agarose gels and quantified by densitomeinguQuantity One Software (Bio-Rad).
Forward and reverse primers for TNFMIP-2, IL-6, and 28 S were designed as follows:
TNF-a forward: 5-GGG-ACA-GTG-ACC-TGG-ACT-GT-3’; TNF-a reverse 5-CTC-
CCT-TTG-CAG-AAC-TCA-GC-3’; MIP-2 forward : 5'-CCA-CTC-TCA-AGG-GCG-GTC-

AA-3’; MIP-2 reverse: 5'-CCC-CTT-ATC-CCC-AGT-CTC-TTT-CAC-3'}l-6 forward : 5'-
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GAT-GCT-ACC-AAA-CTG-GAG-ATA-AAT-C -3’; 1I-6 reverse 5-GGT-CCT-TAG-
CCA-CTC-CTT-CTG-TG -3;28 S forward: 5-CGG-AAT-TCG-CCA-CCA-GCC-GCC-

TG-3’; 28 S reverse5’-CGT-CTA-GAC-TTT-CTC-CGT-TTA-CTT-GC -3'.

Real time RT-PCR. Briefly, total RNA was reverse-transcribed into cBNusing
SuperScript First strand Synthesis System (Invarodife Technologies). Next, real-time
PCR amplification was performed on the ABI PRISM™0@ Sequence Detection System
(PE Applied Biosystems) using SYBR® Green PCR Mabtix (PE Applied Biosystems).
PCR amplification conditions were as follows: ialtDNA denaturation for 5 min at 94°C,
primer annealing at 60°C for 1 min and extension2aC for 1 min for a total 40 cycles. Data
analysis was performed with the SDS Software (AgzpBiosystems).

Forward and reverse primers for TNFMIP-2, IL-6, and 28 S were designed as follows:
TNF-a forward: 5-GGC-AGG-TTC-TGT-CCC-TTT-CA-3’; TNF-a reverse 5- CTG-
TGC-TCA-TGG-TGT-CTT-TTC-TG -3';MIP-2 forward : 5- GTG-AAC-TGC-GCT-GTC-
AAT-GC -3’; MIP-2 reverse 5-ACT-CAA-GCT-CTG-GAT-GTT-CTT-GAA-3’; 1I-6
forward : 5’- CAA-CCA-CGG-CCT-TCC-CTA-CT A -3']ll-6 reverse: 5-GTT-GGG-AGT-
GGT-ATC-CTC-TGT-GA-3'; GAPDH forward : 5-CAG-CCT-CGT-CCC-GTA-GAC-AA-

3’; GAPDH reverse 5'-CCC-AAT-ACG-GCC-AAA-TTC-G-3'.

Statistical Analysis Unless specified, data of experiments are expdess mearSD. Where

appropriate, statistical differences between growpse tested using Student’s unpaired t-test.

Statistical significance was assumed at a predafievel ofa< 0.05.
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RESULTS

Neutrophils migrate normally and independently of NE in response toP. aeruginosa
lung infection. WT and NE-/- mice were intranasally challenged witll CFUs of P.
aeruginosaH103 (representing ~ the kpPfor WT mice, 10) and sacrificed 4, 12 and 24h
post-infection. By 6h post-infection, NE -/- mic&hgbited signs of severe distress, which
were less obvious in WT mice. No death was recoml&tT and NE-/- mice at time points 4
and 12 h. However, over 60 % of NE -/- mice, butenof WT mice, died by 24h. These data
corroborate those of our recent studies (10) furtoafirming the relative importance of NE
in host defense againBt aeruginosadung infection. Lung tissues and BAL fluids obtaih
from saline-instilled WT and NE-/- mice had nornfa$tology and resident cells (data not
shown). Analysis of lung tissue sections of thevisimg mice 24h post-infection showed
similar patchy cellular infiltrates in WT and NE+Rice (Fig. ). While there was a sharp
increase of the cellularity in infected WT and NERAL fluids in function of time, cell
counts were comparable in both genotypes at a# pwints post-challenge (4, 12, and 24h)
(Fig. 1B). Morphologic analysis of BAL cytospins revealdw toredominance of neutrophils
in both types of BAL fluids (Fig. @). Together, these data demonstrate that NE did not
impair neutrophil recruitment to inflamed sitestime setting of lung infection as previously

reported (16).

Extracellular NE activity increases over time in the setting of P. aeruginosa lung

infection. Aliquots with equal volumes of cell-free BAL fluidsorresponding to designated
time points post-challenge were subjected to Wedikatting using anti-mouse NE antibody.
NE antigen was detected as early as 12h (Biy In parallel experiments, analysis of the

same cell-free BAL samples by elastin zymograplweaéed the presence of active NE in
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cell-free BAL fluids as early as 12h as well sugjgey the presence of unopposed and active
neutrophil-derived NE within the alveolar spaceg(FIE). The presence of free active NE
following challenge with bacteria, but not salimgs further confirmed by incubation of cell-
free BAL fluids with synthetic NE specific subsigidata not shown). Of note, there was no
evidence of active NE in BAL fluids derived fromliga-treated or infected NE-/- mice (data

not shown, Fig. &, lanes 4, 6, 8).

Decreased levels of secreted TNé&; MIP-2 and IL-6 in infected cell-free BALs in the
absence of NE.Bacterial lung infection is accompanied with exéladar release of
cytokines by local cells including resident alveomacrophages, which participate to the
recruitment and activation of neutrophils. Among #arly cytokine responders are TNF-
MIP-2 and IL-6. In a serie®f in vitro studies, NE has been shown to targeious
inflammatory mediators (15). Accordingly, we aintecddetermine the effect of free active NE
on TNF, MIP-2 and IL-6 in our pneumonia model. Equal wvois of infected WT and NE
BAL fluids corresponding to 12h and 24h post-chadle were analyzed using a custom-
designed mouse cytokine antibody microarray. Samntjtative analysis found marked
decrease of protein levels of TMF-MIP-2, and IL-6 in NE-/- BAL fluids compared thdse

of WT BAL fluids at 12h post-infection, which wasamtained up to 24h post-infection (Fig.
2A and data not shown). Densitometry analyses furtt@rfirmed that the observed
differences in cytokine levels between the genaypere significant (Fig.®). While these
levels potentially increase in responsePtoaeruginosanfection at 4h, the emphasis of our
studies was on the impact of free active NE onetedrTNFe, MIP-2, and IL-6. Since we
detected NE as early as 12h, we therefore focuseithe time points 12h and/or 24h post-
infection. Of note, the levels of TNé; MIP-2, and IL-6 were insignificant in saline-e>xsaal

WT and NE-/- BAL fluids and their values were sulsted from those of infected BALs .
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Next, we employed the multiplex approach to quatitiely compare the levels of TNi-
MIP-2, and IL-6 in both WT and NE-/- BAL fluids. kels of TNFea, MIP-2, and IL-6 were
considerably different among genotypes in thatginotoncentrations of TNE&; MIP-2, and
IL-6 were significantly lower in NE-/- BALsS by comapison to WT BALs at 12h and 24h

post-infection doubly confirming the microarray @#Fig. 3 and data not shown).

Decreased TNFa, MIP-2 and IL-6 mRNA in infected lungs in the absace of NE.The
decreased levels of TNé-MIP-2 and IL-6 could be attributed to protein cigation, which
is highly unlikely or transcription modulation dfidse mediators involving NE. To test the
latter hypothesis, mRNA expression of TRFMIP-2 and IL-6 was examined. Whole lung
tissues of WT and NE-/- mice 12h and 24h were msee for RT-PCR analysis. As shown in
figure 4, gel micrographs and densitometry histoggralemonstrate that levels of mRNAs
encoding for TNFa, MIP-2, and IL-6 were lower in NE-/- lungs compar® WT lungs at
time point 12h, which were sustained up to 24h.(BfgandB and data not shown). Of note,
unchallenged or saline-instilled WT and NE-/- miael no detectable TNé; MIP-2 and IL-
6 transcripts. Taken together, these data strosgggest a role for NE in regulating the

transcription of the mediators TNE-MIP-2 and IL-6.

Purified NE increases mRNA expression of TNk, MIP-2 and IL-6 in a macrophage
cell line. In our studies, we focused on macrophages bechese tells play a key role in
initiating and/or amplifying lung inflammation arate known producers of TNé&; MIP-2
and IL-6 following bacterial infection. To begin tmderstand the regulatory role of NE, the
murine macrophage cell line J774 was used to irgagstthe effect of purified NE on mRNA
expression of TNFr, MIP-2 and IL-6. Expression of the mediators watednined by real

time RT-PCR as described in materials and methdtis determined NE concentration and
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incubation time post-NE treatment that generategimma expression of the mediators. Dose
response experiments found that exposure of the tceNE at 500 nM for 1h followed by 4h
incubation after removal of NE resulted in maximdRNA expression of the mediators (Fig.
5A). Next, time post-NE treatment course experimédisl, 2, 4, 12, and 24h) using NE at
500 nM revealed that maximal expression of the ateds was reached by 4h (data not
shown). Overall, by comparison to untreated celtposure of J774 cells to NE at 500 nM for
1h followed by 4h culture post-NE treatment led2t@, 3, and 3.1 fold increase of TN#;-
MIP-2 and IL-6 mRNA transcripts respectively (Fig). As expected and in accordance with
our reports, pre-incubation of NE with the phys@gtoinhibitor SLPI abrogated the enzyme’s
activity (data not shown and 17,20). These resultgest that active NE has a direct inducing

effect on macrophages to express mRNA of TlNMIP-2 and IL-6in vitro.

NE-mediated upregulation of TNFa, MIP-2 and IL-6 by macrophages involves in part
TLR4. We next sought to determine whether NE mediateslainmpact on primary
macrophages. Macrophages were isolated from thwpeum of WT mice. Using similar
experimental conditions as above, incubation of dbks with NE resulted in significantly
increased expression of TNE-MIP-2 and IL-6 by 2.2, 2.6, and 1.6 fold respesly by
comparison to untreated cells (Fig. 6). Of not& éxpression was less impressive in primary
macrophages than cell line-derived macrophages estigg perhaps differences in Il-6
related intracellular signalling events betweentthe types of cells.

In recent years, work by Devaney et al. reportedinfplication of Toll-like receptor 4 (TLR-
4) in NE-induced expression of IL-8 in human braatlepithelial cellsin vitro (22). Given
that macrophages also express TLR-4, we assessedl¢éhof this receptor in NE-mediated
expression of the mediators of interest. In paraigeriments with WT macrophages, we

incubated NE with equivalent numbers of periton@alcrophages isolated from mice with
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non-fonctionnal TLR-4 (TLR4-/-). Analyses of reame RT-PCR data showed a drastic
decrease of TN, MIP-2 and IL-6 mMRNA expression by TLR4-/- macragkes when
compared to WT macrophages (Fig. 6). Thus, theirfgsl indicate that NE-mediated

upregulation of TNFa, MIP-2 and IL-6 expression by macrophages involagsart TLR-4.
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DISCUSSION

We have demonstrated that neutrophil elastase (ld&}he capacity to induce the expression
of the pro-inflammatory cytokines TNé&;: MIP-2, and 1I-6 bothn vivo andin vitro. Using a
model of bacterial pneumonia, NE-deficient mousegfs showed considerably decreased
protein levels of these mediators correlating wiéitcreased expression of their corresponding
transcripts. Exposure of macrophages (cell linpasitoneum-derived cells) to NE resulted in
enhanced expression of TMF-MIP-2, and Il-6. Together, these findings provatenpelling
evidence that NE contributes to the regulationndiammation at least in the setting Bf

aeruginosdung infection.

In normal states, the cell population of bronchealar lavage (BAL) is composed most
exclusively of alveolar macrophages. Following atien, PMNs migrate rapidly from the
systemic circulation into infected tissues in resm® to various inflammatory stimuli
including microbial-derived compounds and releaseddiators by activated alveolar
macrophages. In accordance with previously pubdiskports (4,5,16), we confirmed that the
absence of NE impaired neither neutrophil migraiiomesponse t®. aeruginosanfection
nor the cell density of alveolar macrophages, btgeé important for bacterial lung clearance
(23). We also show that over time, neutrophil irfluas accompanied with gradual increase
of free active NE in mouse WT lungs. This finding of considerable biological importance
given the presence of various physiological NE bitbrs such as SLPI and Alpha-1

antitrypsin (24).

The local production of cytokines is a normal pgxef the host defense against bacterial

infections. Alveolar macrophages play a prominesie rin lung immunity by initiating
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inflammatory and immune responses (25). In thergetif bacterial infection, these cells are
capable of generating a variety of mediators thahestrate an effective response against
offending pathogens (26). TNi- MIP-2 and 1I-6, known as an early-response cytekiare
produced by many types of cells, but alveolar maltages are the potent sources of these
mediators. There is a large body of evidence thasd mediators are expressed following
recognition of the invading pathogens by local c@lérticularly alveolar macrophages. And
considerable evidence exists that these molecuss guitical roles in mediating the lung
neutrophilic inflammatory response to bacteriaharacteristic feature of olt. aeruginosa
pneumonia model (27). In recent years, it has becoireasingly clear that neutrophil serine
proteases including NE have an important regulatols in the local inflammatory response
(15). However, the in vivo evidence and underlymmgchanism(s) of such regulation are still
obscure. In this work, we sought to determine wietiE regulates the expression of the
cytokines , TNFa, MIP-2 and II-6 inP. aeruginosédriggered lung inflammation. Analysis of
protein and mMRNA transcript of the mediators TMFMIP-2, and II-6 found increased levels
in cell-free BALs and whole lung tissues derivednirP. aeruginosanfected WT mice by
comparison to NE-/- mice. These findings suggeslafor NE in the activation of local cells
to produce these mediators. In support of our wovdata, exposure of cell line- or
peritoneum-derived macrophages to purified acti# N the concentration range of Qu,

was sufficient to induce mRNA expression of TNFMIP-2, and 1I-6.

NE concentration used in these studies is belowpligsiological value, which has been
reported to exceed the micromolar range (28,29)n@¢, these estimates do not take into
account possible evanescent quantum bursts of gleter NE activity, local
microenvironment, or the half life of NE in tissyaeshich might increase the effective

concentration of the enzyme (30). Regarding thalloucroenvironment, because NE can be
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inhibited by physiological pulmonary NE inhibitoeg least in vitro it is likely that NE-
mediated upregulation of TNé&; MIP-2, and II-6 expression is limited to situaisoof acute
inflammation or infection in vivo. In fact, thedreased expression of these mediators in
vivo will be determined by the balance of active [dBd NE inhibitors within specific
microenvironment of the lung. However, consistenth our findings, lung injury or
microbial challenge can be associated with the wassecruitment of neutrophils and
extracellular release of free, active NE at infldnnalieu (31). As we have previously shown
NE, both on the PMN cell surface and in the exilalze space, can accumulate in close
spatial proximity to local cells at sites of actiuglammation (18). All together, these
observations suggest that unchecked NE could eteoand activate alveolar macrophages
to mount a host defense response. A series oftin studies have also shown that NE is
capable of activating various types of immune aad-immune cells testifying of the large

cell spectrum that NE could target in vivo (32,33).

Various regulatory mechanisms of inflammation mestlaby neutrophil serine proteases
including NE, based mostly on in vitro studies, éiéeen proposed. Proteolytic modifications
of cytokines and/or chemokines consisting of N-@terminal processing increases or
decreases these latter’'s biologic activities (egcruitment/activation of leukocytes) (34).

Other in vitro studies reported degradation of kites by these proteases (35). Proteolytic
targeting of specific host cell receptors has bskown to modulate also the release of
chemokines and cytokines (36). Whether these psesedake place in inflammatory

situations including bacterial infection await istigation. While the majority of these in

vitro studies reported neutrophil serine proteaseliated changes of secreted cytokine
proteins, only few studies have shown that NE iedudl-8 gene expression in human

bronchial epithelial cell line (37). In a fellow-ugtudy, it was reported that active NE
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targets/processes TLR-4 by as yet unknown mechafesting to intracellular signaling
events and upregulation of II-8 by these cells.(ZRese findings led us to examine NE effect
on the expression of TN&; MIP-2, and 1I-6 by macrophages bearing non fumal TLR-4 .

In our hands, incubation of peritoneum-derived rmphages with NE resulted in significant
increase of these mediators in WT cells by compari® mutant cells. While these data
reinforce the hypothesis of NE/TLR-4 interplay, thevivo evidence of NE interaction with
TLR-4 alone or complexed with CD14 and/or MD2 ahd é&nsuing signaling events remain
to be determined. Of interest, activated neutrgplelease NE and two other related serine
proteases cathepsin G and proteinase 3, whichllaseoeed in neutrophil primary granules.
The relative contribution of NE, PR3 and CG to gpiate inflammation particularly the
expression of TNFx, MIP-2 and 1I-6 will be best determined once miledicient in all three

proteases are available. Efforts to generate tNjlECG/PR3 mutant mice are underway.

As mentionned earlier, we have reported recenty NE-deficient mice are susceptibleRo
aeruginosdung infection. Collectively, the findings of thigork clearly demonstrate that NE
mediates the upregulation of inflammation triggelgdP. aeruginosaThat NE deficiency is
associated with decreased levels of the pro-inflatony mediators TN+, MIP-2, and 1I-6
adds new insights on the role of NE during the dempost-pathogen interaction : 1/NE has
a dual role in host defense agaiRstaeruginosdung infection. The enzyme is required for
maximal neutrophil killing of bacteria but also egulates extracellularly mediators that
recruit and/or activate neutrophils; 2/ neutrophrhigrate normally in response .
aeruginosadespite decreased levels of these mediators silggekse complex diversity of
bacteria- or host-derived chemotactic moleculewd; & extracellular NE has a beneficial role
in host defense against bacterial infection. Inchagion, unopposed active NE is anticipated

in any neutrophil-rich inflammatory milieu and aarvivo data point to a physiologic role for
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the enzyme. As such, strategies aimed at inhibN&gin tissue-destructive diseases (e.g., in
the setting oP. aeruginosdung infection) should take into account the enelgmegulatory

role of inflammation.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Lung histology, neutrophil influx, and NE activity following lung infection
with P. aeruginosa. A, Representative H&E stained NE -/- lung section 4 post-P.
aeruginosdung infection showed patchy neutrophil infiltratevhich was similar in both WT
and NE-/- genotypes (arrowheads, X40 and X2B0Q)Total leukocyte counts in BAL fluids
of NE” and WT mice in response B aeruginosantranasal challenge at time points 4, 12,
and 24h C, Representative cytospin micrograph from infected-/N BAL fluids at 24h
(X200). Cytospin analyses revealed similar pres@mce of cellular infiltrates by
neutrophils in both infected NEand WT mouse lung®, Equal volumes of cell-free WT
and NE-/- BALs (10ul) were resolved by SDS-PAGE and processed for &viedilotting
using a specific anti-mouse NE antibody. Note td&t was detected as early as 12h pots-
infection.E, Active NE appears as a transparent lysis bar@@tkD in purified NE (lane 1).
Active NE is detected as a single lysis band in-fcee BAL fluids of P. aeruginosa
challenged WT mice at 12h and 24h (lanes 5 andNg.lysis band (thus, no activity) was
detected in cell-free BAL fluids from NEmice (lanes 6 and 8). Molecular mass standards

are shown on the left.

Figure 2. Examination of secreted levels of TNi&, MIP-2, and IL-6 in infected cell-free
BALs. A, Representative spot blots of cytokine antibodyyaemalysis of infected WT and
NE-/- cell-free BALs showing decreased protein Isv& secreted TN, MIP-2, and IL-6

in the absence of NB, Densitometric analysis confirms decreased lewethe mediators of
interest. Shown are representative histograms divichual mediators. Data represent the
mearxSD of four values. Of note, level values of the ratats corresponding to saline-BAL
fluids were substracted from those of infected BAEgperiments were repeated three times

(O p<0.05 for differences between genotypes).
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Figure 3. Quantitative analysis of secreted levelsf TNF-a, MIP-2, and IL-6 in infected
cell-free BALs. Concentrations oprotein levels of secreted TNK-MIP-2, and IL-6 were
estimated in WT and NE-/- cell-free BALs derivearfr infected mice in figure 2 using
multiplex bead-based immunoassay. Shown are rapedse histograms of individual
mediators. Data represent the meaD of four values. Of note, level values of the rats
corresponding to saline-BAL fluids were substractedm those of infected BALSs.

Experiments were repeated three timé$K0.05 for differences between genotypes).

Figure 4. Expression of TNFe, MIP-2, and IL-6 mRNA in infected WT and NE-/- lungs.

A, Expression of TNF, MIP-2, and IL-6 in whole lung tissues at 12h pos$tction was
analyzed by RT-PCR using 28S as an internal canfmplified products were resolved on
agarose gel and stained with ethidium bromide. Sibe of the amplified products for TN-
MIP-2, IL-6, and 28 S were 110, 248, 268, and 2A2dspectively. Shown are representative
gel images of amplified cDNAs corresponding to undiial mediators. Note the decreased
expression level of the mediators in infected NExAg tissues by comparison to infected WT
lung tissues. Densitometric analysis confirms desed levels of the mediators of interest. Of
note, no amplified products of the mediators inineaWT or NE-/- whole lungs were
detected. Shown are representative histogramsdividual mediators. Data represent the
mearrSD of four values. Experiments were repeated threes (] p<0.05 for differences

between genotypes).

Figure 5. Effect of NE on the expression of TNk, MIP-2, and IL-6 mRNA by J774
macrophagesA, Confluent cell line-derived J774 macrophages Weftauntreated or treated

with varying concentrations of purified NE (0, 1@B®0 or 500 nM) for 1h and cultured for 4h
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as described in Material and Methods. Cells wetlecded and processed for RNA extraction
and real time RT-PCR using primers specific forheagtokine and GAPDH as an internal
control. Shown are representative histograms cooreding to TNFet expression data only.
Note TNFa reached maximal expression with NE at 500 @yIShown are representative
histograms corresponding to data of maximal expyasst TNF-a, MIP-2, and IL-6 with NE

at 500 nM. Data represent the me8D of three values. Experiments were repeated three
times (J p<0.05 for differences between NE-treated andeated samples). Results are
expressed as fold increase of expression of theatoesl in NE-treated cells by comparison

to untreated cells.

Figure 6. Effect of NE on the expression of TN, MIP-2, and IL-6 mMRNA by murine
primary WT and TLR-/- macrophages. Confluent peritoneal macrophages derived from
C3H/HeJ (TLR4") and control C3H/HeN mice were left untreatedreated with purified NE

at 500 nM for 1h and cultured for 4h as describedviaterial and Methods. Cells were
collected and processed for RNA extraction and teaé RT-PCR as described above.
Shown are representative histograms correspondimta of expression of TNé- MIP-2,

and IL-6 with NE at 500 nM. Data represent the m&dn of three values. Note while both
cell types express TN&; MIP-2, and IL-6, TLR-/- macrophages exhibit sfggantly
decreased expression of the mediators. Experinvegris repeated three timéds <0.05 for
differences between NE-treated and untreated sajnesults are expressed as fold increase

of expression of the mediators in NE-treated deflsomparison to untreated cells.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Cette étude nous a permis de démontrer que :

(1) suite a une infection intra-nasale Paraeruginosade deux groupes de souris WT et
NE 7, le recrutement des neutrophiles au site infextigast pas altéré a 4, 12 et 24

heures post-infection.

(2) la concentration des médiateurs inflammatoiresnameau des lavages broncho-
alvéolaires de souris NE est diminuée par rapport a celle des souris WTtale
protéique des médiateurs inflammatoires TiMMIP-2 et I'll-6 est faible en I'absence

de la NE & 12 heures apres l'infection.

(3) La NE régule les médiateurs inflammatoires T&FAVIP-2 et I'll-6 & un niveau

transcriptionnel.

(4) La NE stimule la sécrétion des médiateurs TNMIP-2 et I'll-6 dans une lignée de

macrophage alvéolaire murine ainsi que chez desaplagages muringx vivo

(5) linduction de I'expression des cytokines par |[& Nnplique au moins le récepteur
cellulaire TLRA4.

En conclusion, 'ensemble de ces résultats suggeréle de la NE dans la modulation de
réponse inflammatoire suite a une infection pulnr@npar P. aeruginosala NE stimule
I'expression des cytokines pro-inflammatoires TWNFMIP-2 et I'll-6 au moins par

I'intermédiaire du récepteur cellulaire TLR4.
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Discussion et Perspectives

Dans les infections pulmonaires R aeruginosa la NE a été reconnue depuis
longtemps comme une enzyme a effet délétére pépithélium respiratoire. Cette sérine
protéase posséde un large spectre d’action eapable de dégrader la matrice extracellulaire

et causer des lésions pulmonaires.

Les principaux objectifs de ce travail de theseétad'étudier le role « bénéfique » de
la NE dans les infections pulmonaireB.2aeruginosa

La premiére étude a concerné l'analyse du role adleNE dans les infections
pulmonaires &. aeruginosaNous avons montré pour la premiére fois que lgphi§sede un
réle protecteur contre l'infectionR aeruginosa
En utilisant un modele clinique de pneumonie aigimjs avons démontré que les souris
déficientes en NE (NE) sont plus susceptibles & l'infection garaeruginosajue les souris
WT. Ensuite, en analysant la capacité des sowlisraner P. aeruginosanous avons montré
que les souris NE sont moins capables d'éliminer le pathogéne gsisderis WT. Ainsi, NE
joue un réle important dans la protection de I'hétatre l'infection &. aeruginosa

En réponse a une infection R aeruginosa la réaction inflammatoire aigle est
caractérisée par la migration des neutrophiles idefas capillaires pulmonaires jusqu’'a
'espace alvéolaire. Contrairement & d’autres é&ugleé ont proposé le role de la NE dans la
migration des neutrophiles, 'absence de I'enzyraéiére pas le recrutement des neutrophiles
au site de linfection dans notre modele murin deymonie aigie. Ces résultats sont en
accord avec de précédents travaux démontrant lanmglication de la NE dans la migration
des neutrophiles dans le cas de différents modeélesections induits par différents
pathogenes (Belaaouaj ét al, 1998 ; Tkalcevic &t al, 2000 ; Hirche T.Cet al, 2004).
Parallelement, la densité des macrophages alvésjaiellules immunitaires importantes a la
clairance bactérienne au niveau des poumons, nfitsiaffecté par la déficience en NE.

La fonction majeure des neutrophiles au niveauiuisflammatoire est la clairance
des bactéries envahissantes. La comparaison desofts antibactériennes des neutrophiles
WT et NE" contreP. aeruginosandique que les fonctions de phagocytose et dasiph
respiratoire n'ont pas été altérées chez les nghites NE". Cependant, et bien que le
nombre de bactéries viables diminue en la présdaseneutrophiles WT et NE I'activité
bactéricide des neutrophiles NEest diminuée par rapport a celle des neutrophMl@s Ce

défaut dans la fonction bactéricide a été attrdbbliébsence de la NE.
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Dans le but de déterminer le mécanisme par leqielci¥le P. aeruginosanous
avons observé qu'une exposition directe du pathmgema NE résulte en une perte de sa
morphologie avec une désorganisation membranaimetaugmentation de la perméabilité
indiqguant que I'enzyme cible des protéines ess&gié la conservation de lintégrité de
P. aeruginosa Les protéines de la membrane externePdaeruginoa comprennent une
porine : OprF qui représente 15% de la fractiortgigoie deP. aeruginosa2 * 10° copies /
bactérie) ce qui en fait un composant majeur dpatkogéene (Woodruff W.At al, 1986).
OprF est associée au peptidoglycane sous-jacenntibue a la stabilisation de la membrane
externe. La dégradation d’OprF par la NE peut agxgliquer l'altération de I'intégrité du
pathogéne observée et la mort conséquenk deruginosa

Un travail récent a montré qie aeruginosase lie a I'lFNy de I'h6te a travers OprF
résultant en I'activation du systeme quorum-sensinigactivation de I'expression des genes
de virulence (Wu Let al, 2005). Ces résultats suggerent donc qu’en dagtddprF, la NE
diminue la capacité de. aeruginosa activer le systeme immunitaire de I'h6te et airanne
pathogénie efficace. Il a été démontré égalemeatl@gINE cible la flagelline, un composant
majeure du flagelle, et empéche sa transcriptisrupanécanisme non défini jusqu’a ce jour
(Lopez-Boado Y.Set al, 2004 ; Sonawane A&t al, 2006). L’ensemble de ces résultats
mettent en évidence la capacité de la NE aRuexreruginosaet a anéantir sa virulence. La
dégradation d’OprF par la NE peut également aceedtumort deP. aeruginosaa travers
d’autres mécanismes. En effet, les produits deadkagion d’OprF peuvent étre toxiquePa
aeruginosa Aussi, en dégradant OprF la NE peut diffuseriritdtieur deP. aeruginosaet
dégrader des protéines importantes a la survieadmdtérie. Enfin, la dégradation d’OprF
médiée par la NE altére la perméabilité membrardirgpathogéne, ouvrant ainsi la voie a
d’autres molécules antibactériennes du neutrophdlikérer le pathogene et a causer sa mort.
Une étude de la structure primaire d’OprF a révelésieurs sites de clivage de la NE dont
guelque uns localisées a la surface de la badi@aeling E.Get al, 1995). Nous avons
confirmé cette dégradation d’OprF par la NE en lir@eu des neutrophiles avec la membrane
externe deP. aeruginosaou en incubant les bactéries vivantes avec la [R#hsemble des
ces résultats suggerent que la NE, libre ou ass@aiéneutrophile, est capable de dégrader
OprF. Il faut noter aussi, que les concentratioaslad NE utilisées dans ce travail sont
inférieures aux concentrations physiologiques dmzZyme qui dépassent le taux du
millimolaire.

La NE est capable égalament de cibler OprF a tiete du phagolysosome ou la

bactérie est piégée. En effet, il a été montrélgUdE entoure la bactérie ingérée a l'intérieur
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du phagolysosome et dégrade ses facteurs de daul@Veinrauch Y.det al, 2002).
Parallélement, la dégradation d’'OprF par la NE aedlulaire du neutrophile, libérée par
dégranulation, peut se produire a I'extérieur dwaguysosome. La NE extracellulaire
s’associe avec des structures chromatiniennesraeflies NETs qui sont capables de capturer
et cibler les pathogenes et/ou leurs facteurs ddevice (Brinkmann U.\et al, 2004).
Sachant que la phagocytose est la fonction an@hbeohe majeure des neutrophiles,
limportance relative de la NE extracellulaire, leau associée aux NETs dans la défense de
’héte contreP. aeruginosareste a déterminer. Il faut noter égalemnt queldgradation
extracellulaire d’OprFin vivo est déterminée par la balance entre la NE activees
inhibiteurs physiologiques.
En se basant sur les résultats de l'inhibitionadBlE, il semblerait que la PR3 contribue a la
dégradation d’OprF étant donné que le SLPI n’inlphs cette sérine protéase et que la CG ne
dégrade pas OprF. Une étude récente a montré L@ lalest pas nécessaire a la protection
de I'hdte contreP. aeruginosadans un modele d’infection endobronchiqguBseudomonas
(Sedor Jt d., 2007). Toutefois la contribution de la PR3 ddékmination du pathogene et
la protection de I'hote reste indéfinie. La géniéraide souris déficientes en les trois sérine-
protéase est donc nécessaire et nous informera qubn contribution relative de chaque
sérine protéase dans la protection de I'héte cdhteeruginosa

Nos résultats démontrant la dégradation d’OprF lpaNE dans le cas d'isolats
P. aeruginosaissus de patients atteints de pneumonies sontedmmportance majeure et
renforcent I'hypothése que la NE est importantéaétivvité bactéricide des neutrophiles en
ciblant les protéines de la membrane externe detfies Gram négatif. Ainsi OprF peut
représenter une cible dans I'établissement d'uradégfie thérapeutique contPe aeruginosa
Cependant et sachant gBe aeruginosachange son phénotype afin de s’adapter dans les
différents environnements, il est nécessaire deemedes études supplémentaires sur des
souches d@. aeruginosassus de diverses infections dans le but de déterrg’il existe une
corrélation entre la susceptibilité de ces souéhasNE et I'expression d’OprF.

Les résultats de cette premiere étude nous ontipelenmettre en évidence et pour la
premiere fois le réle protecteur de la NE dans wdée murin d’infection pulmonaire a

P. aeruginosa

La seconde étude a concerné I'analyse de I'impdinade la NE dans la modulation de
'expression des cytokines pro-inflammatoires. N@aw®ns montré que la NE possede la

capacité d’augmenter I'expression des cytokinesiqftammatoires TNFe, MIP-2 et I'lL-6
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in vivo etin vitro. En utilisant un modele de pneumonie aigle aeruginosal’analyse des
poumons des souris NEa révélé une diminution de I'expression de cesiatédrs, & un
niveau protéique ainsi qu’a un niveau transcripteinpar rapport aux souris WT. Egalement,
le traitement d’'une lignée de macrophages murine @hacrophagesx vivopar la NE résulte
en 'augmentation de la transcription de TMNFMIP-2 et I'lL-6. Ces résultats suggerent que
la NE contribue a la régulation de l'inflammatiorand les infections pulmonaires a
P. aeruginosa

La population cellulaire des LBA, recuelllis aptieégection, se compose majoritairement de
neutrophiles ayant migré depuis la circulation &ystjue jusqu’au site infectieux en réponse
a divers stimuli inflammatoires (tels que les cosgris bactériens et les médiateurs secrétés
par les macrophages alvéolaires activés). Noussagonfirmé que le déficit en NE n’altére
pas la densité cellulaire des macrophages alvéslaiinsi que la migration des neutrophiles
au site inflammatoire en réponse a une infectiobmpoaire parP. aeruginosa On a
également montré que l'activité enzymatique de E a¢tive au niveau des poumons des
souris WT augmente graduellement en fonction dypsefd, 12 et 24 heures).

La production locale de cytokines est un mécanidendéfense innée en réponse a une
infection bactérienne. Les macrophages alvéolgimgsnt un réle important dans la défense
immunitaire pulmonaire en initiant la réponse infraatoire (Underhill D.Met al, 2002).
Dans le cas d'infection bactérienne, ces cellulesretent une variété de médiateurs
nécessaires a une réponse inflammatoire efficasectes pathogénes bactériens (Marriott
H.M et al, 2007). TNFe, MIP-2 et I'lL-6 sont produits par divers typesllakaires et en
particulier par les macrophages alvéolaires, et senrétés suite a la reconnaissance des
pathogénes. Ces cytokines pro-inflammatoires jouentréle important dans la réponse
neutrophilique aux bactéries. Durant ces derniares®es, des études se sont intéressées a
limplication des sérine-protéase dans la régutatie la réponse inflammatoire locale mais
les mécanismes de régulation des cytokines paN®R, notammenin vivo, n'ont pas été
élucidés a ce jour.

L’analyse des médiateurs TNE-MIP-2 et I'lL-6 suite a une infection pulmonaige
P. aeruginosaa montré une diminution de leur expression auauvaoteique (dans les LBA
des souris NE par rapport aux souris WT) et que cette diminuiensitue & un niveau
transcriptionnel. Ces résultats suggérent le ré@elad NE dans l'activation des cellules
immunitaires a produire TNE; MIP-2 et I'lL-6.
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Nous avons confirmé ces résultatsvivo par des études vitro utilisant une lignée de
macrophage murine et des macrophagesivo L'exposition de ces cellules a 0.5 uM de NE
induit la transcription des ARNm de TNE-MIP-2 et I'lL-6.

La concentration de la NE utilisée dans cette étade inférieure aux concentrations
physiologiques. Cette enzyme peut étre inhibée tansicroenvironnement pulmonaire par
des inhibiteurs physiologiques et son effet de ladgun positive de TNFt, MIP-2 et I'lL-6
semble étre limité a un modeéle d’infection aigue.dfet, 'augmentation de I'expression de
ces médiateurs vivo est déterminée par une balance entre la NE aetiges inhibiteurs
présent dans le poumon.

Les lésions pulmonaires observées en cas d’infectiactériennes peuvent étre associées au
recrutement massif des neutrophiles au site inflatoire et a la dégranulation de la NE dans
le milieu extracellulaire. La NE présente a la scef des neutrophiles dans ce milieu
inflammatoire peut activer un large spectre deutesdl y compris les macrophages alvéolaires
et d’autres types de cellules immunitaires et memunitaires.

Plusieurs mécanismes de régulation de l'inflammmapar les NSP se basant sur des
étudesdn vitro ont été proposés. Les premiers concernent lesficeattthns protéolytiques des
chimiokines et des cytokines au niveau N-termirueC-terminal qui peuvent induire soit
une augmentation soit une diminution de leurs @ésvbiologiques (Nufer Cet al, 1999).
D’autres étude# vitro ont montré que les protéases sont capables dadides cytokines
(Scuderi Pet al, 1991). Enfin, un ciblage protéolytique des réeeps de la cellule héte peut
moduler la sécrétion des chimiokines et cytokirganibrano G.Rt al, 2000).

Notons que la majorité de ces études réalisiesitro ont montré que les NSP modulent
'expression des chimiokines et cytokines secrétéas étude a également montré que la NE
induit I'expression génique de I'lL-8 chez une kgnde cellules épithéliales bronchiques
(Walsh D.Eet al, 2001). La suite de ce travail a démontré quéHecible le récepteur TLR4,
par un mécanisme non é€lucidé a ce jour, et corduihe augmentation de I'expression de
I'IL-8 chez cette méme lignée cellulaire humaineyBney J.Met al,, 2003).

En se basant sur ce dernier résultat nous avonis dudier I'effet de la NE sur
'expression de TNFe, MIP-2 et I'lL-6 chez une lignée de macropha&gevivoprésentant un
récepteur TLR4 non fonctionnel. Lincubation de meghages WT et TLRZ issus de
lavage intra-péritonéal, avec la NE résulte en wgmentation significative de la
transcription des médiateurs TNE-MIP-2 et I'lL-6 chez les cellules WT par rapp@nix
cellules TLRZ". Ces résultats viennent appuyer I'hypothése dedaence d’'une interaction

entre la sérine protéase NE et le récepteur TOR4tefois, une étudm vivo permettant de
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prouver cette interaction est désormais nécesshigeit mettre en évidence la signalisation
correspondante.

Sachant que les neutrophiles activés libérent pgrashulation la NE et deux autres
sérine-protéase la CG et la PR3, la contributidative de ces trois enzymes a la régulation
de l'inflammation et plus précisément a la régolatde I'expression des mediateurs TiF-
MIP-2 et I'lL-6 reste a déterminer.

Les résultats de cette deuxieme étude montrenteoiant que la déficience en NE est
associée avec une diminution des taux des cytolpnesnflammatoires TNF:, MIP-2 et
'IL-6. lls permettent d’élargir nos connaissancpgnt au role de cette sérine protéase dans
les interactions héte-pathogéne.

En conclusion, la NE posséde un double réle dangéfense de I'hdte contre
l'infection pulmonaire &. aeruginosa I'enzyme est nécessaire pour une éliminatiorcate
du pathogéne par les neutrophiles et possede enbgiiéfigue dans la défense de I'héte
contre les infections bactériennes. La NE est égahé impliquée dans la sur-expression des
médiateurs nécessaires au recrutement et/ou aotividgs neutrophiles au site inflammatoire.
Mais et malgré la diminution des taux des médiateiNFo, MIP-2 et I'lL-6, les
neutrophiles migrent normalement au site infectiex qui suggere la complexité du
mécanisme responsable de leur tactisme.

La NE est donc nécessaire a une réponse inflammattiicace contre une infection

pulmonaire &. aeruginosa.

L’ensemble de ces résultats nous a permis de negtté@idence que (schéma ci-dessous) :
1. la NE dégrade OprF dans le cas d'infections pulrmesaigiies &. aeruginosa
2. la NE régule la réponse inflammatoire en répond& aeruginosaen induisant la
secrétion de cytokines inflammatoires TNFMIP-2 et I'IL-6.
3. le récepteur TLR4 serait impliqué dans la surexgoesdes médiateurs TNE-MIP-2
et I'lL-6 dans les infections B. aeruginosa
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Afin de compléter nos résultats, il serait intéaggsle :

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

Etudier I'effet de la NE sur différentes souchemigles deP. aeruginosaet
notamment des souches issues de patients mucomsspies afin de savoir si la
sérine protéase cible OprF.

Analyser son rble dans un modéle dinfection endnbhiale mimant la
mucoviscidose.

Réaliser des co-cultures de cellules épithéliateded®. aeruginoseet les traiter
par la NE afin d’évaluer la balance entre I'effedtpcteur et I'effet destructeur des
différentes concentrations utilisées de I'enzymeitro.
Etudier la contribution relative des sérine-progé®R3 et CG dans la défense
antibactérienne de I'hdte : génération de souides déficientes en NE, CG et
PR3.
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(v)

Concernant la deuxieme partie de ce travail, iaisentéressant de focaliser les
prochaines études a la compréhension du mécanisamntod de la NE sur le

récepteur TLR4 et d'étudier les voies de signabsatimpliguées dans la
régulation de TNFe, MIP-2 et I'lL-6.
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Réle de I'élastase du neutrophile dans les infastgulmonaires a

Pseudomonas aeruginasa

RESUME :

P. aeruginosaest un pathogene fréquemment isolé dans les imfscpulmonaires.
Ces dernieres sont caractérisées par le recrutamastif des polynucléaires neutrophiles au
site infectieux. La fonction principale des neutribgs est d’éliminer le pathogéne en utilisant
deux systemes : un systeme oxydatif et un systéoneomydatif. Parmi les molécules du
systeme non oxydatif, on trouve I'élastase du rogiite (NE). Le role antibactérien de la NE
dans la protection de I'néte contRe aeruginosaet dans la modulation de la réponse
inflammatoire n’ont pas été encore élucidés.

Des souris déficientes en NE (NEet des souris sauvages (WT) ont été exposées a
P. aeruginosaselon un modéle d’infection a pneumonie aigie. Masiltats ont montré que
les souris NE sont plus susceptibles a I'infection que les SOWIT. L'étude du mécanisme
antibactérien de la NE a réveélé que(i) I'enzymebesttéricide contre différentes souches de
P. aeruginosaet (i) la NE cible OprF, une porine majeure esisie au maintien de
l'intégrité deP. aeruginoa et a la reconnaissance de la réponse immunitaifadte.
Ensuite, nous avons démontré que la NE régulepanse inflammatoire suite a I'infection
pulmonaire parP. aeruginosa En effet, la NE induit I'expression des médiaseynro-
inflammatoires MIP-2, TNFe et I'lL-6 (régulation transcriptionnelle).
L’étude du mécanisme de cette régulation a indiqué la NE ciblerait, entre autres, le
récepteur TLR4.

L’ensemble de ces résultats indiqgue que la NE peotéhéte de la morbidité et la
mortalité associées aux infections pulmonairés aeruginosaet que cette enzyme joue un

réle double en exercant une activité bactéricidecte sur ce pathogéne et en modulant la
réponse inflammatoire.

MOTS CLES :

P. aeruginosaPoumon, Pneumonie R aeruginosaPolynucléaire neutrophile, élastase du
neutrophile, inflammation, cytokines.
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