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Chapitre 1 : Pseudomonas aeruginosa  

 

 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie à Gram négatif appartenant à la 

famille des Pseudomonadaceae qui inclut dix genres : Azomonas, Azomonotrichon, 

Azorhizophilus, Azotobacter, Cellvibrio, Mesophilobacter, Pseudomonas, Rhizobacter, 

Rugamonas, et Serpens. Le genre Pseudomonas regroupe 7 espèces : P. aeruginosa,  

P. chlororaphis, P. fluorescens, P. pertucinogena, P. putida, P. stutzeri et P. syringae.  

P. aeruginosa est l’espèce type du genre Pseudomonas. Sa taxinomie est présentée dans le 

tableau I : 

 

 

Tableau I : Taxinomie de P. aeruginosa 

 

Règne : Bacteria 

Embranchement : Prokaryota 

Division : Proteobacteria 

Classe : Gammaproteobacteria 

Ordre : Pseudomonadales 

Famille : Pseudomonadaceae 

Genre : Pseudomonas 

Espèce : aeruginosa 
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I- Caractéristiques générales : 

I-1- Description : 

P. aeruginosa est un bacille à Gram négatif non sporulant de forme droite ou légèrement 

courbée. Il mesure de 1 à 5 µm de long et de 0,5 à 1 µm de large (Figure 1). Bien que ce 

pathogène, ayant un métabolisme oxydatif, soit aérobie stricte, plusieurs isolats ont montré 

une capacité à croître en milieu anaérobie. P. aeruginosa est une bactérie motile grâce à la 

présence d’un flagelle monotriche polaire. Cette bactérie est catalase positive et oxydase 

positive. Elle possède une versatilité nutritionnelle remarquable pouvant utiliser une variété 

de sucres simples et complexes, d’alcools et d’acides aminés comme seule source de carbone. 

P. aeruginosa est une bactérie mésophile capable de se multiplier à l’intérieur d’un large 

spectre de température allant de 4 à 45°C. La température optimale de croissance se situe 

entre 30 et 37°C. La morphologie de P. aeruginosa, de même que pour tout le genre 

Pseudomonas, est facilement distinctive grâce à la production de la pyocyanine, un pigment 

bleu-vert diffusible dans le milieu extracellulaire, d’où le nom de bacille pyocyanique. 

 

 

 

Figure 1 : Pseudomonas aeruginosa vue au microscope électronique 

(www.science-et-vie.net) 

 

I-2- Caractères structuraux : 

La paroi bactérienne de P. aeruginosa est typique des bactéries à Gram négatif, composée 

d’une grande variété de molécules aux fonctions multiples (Figure 2). La paroi est formée de 

deux membranes séparées par le périplasme. 
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Figure 2 : Paroi de P. aeruginosa  

(http://microbiologie.spectrosciences.com) 

 

La paroi de P. aeruginosa est caractéristique de la paroi des bactéries à Gram négatif. Elle 

est constituée d’une membrane externe où sont localisés le lipopolysaccharide (LPS) et les 

porines et d’un espace périplasmique contenant le peptidoglycane. 

 

La membrane plasmique mesure 2 à 3 nanomètres d’épaisseur. Elle contient des protéines 

poreuses aboutissant dans l'espace périplasmique. La couche fine de peptidoglycane 

adjacente à la membrane plasmique ne constitue que 5 à 10% du poids de la paroi. La 

membrane plasmique contient de nombreux complexes protéiques d'une importance vitale 

pour la bactérie (comme l'ATP synthase) qui ont des rôles prépondérants dans le métabolisme 

bactérien.  

L’espace périplasmique est un espace de stockage d’enzymes et de nutriments qui participe 

également à la synthèse des protéines. 

Les molécules de la membrane externe sont disposées en une bicouche épaisse d’environ 7 à 

8 nanomètres, de structure semblable à celle de la membrane plasmique. La protéine la plus 

abondante est la lipoprotéine de Braun, une petite lipoprotéine attachée par liaison covalente 

au peptidoglycane sous-jacent et enfouie dans la membrane externe par son extrémité 

hydrophobe. La membrane externe est formée de lipopolysaccharide (LPS) et de 
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phospholipides, où s’insèrent de nombreuses protéines intrinsèques. Parmi elles, les porines, 

protéines transmembranaires formant des pores ou canaux protéiques permettant le passage 

de petits solutés et de molécules hydrophiles. Chez P. aeruginosa, on distingue OprD (D1 et 

D2), OprE (E1 et E2), OprF, OprG, et OprH. OprF est la porine majoritaire de P. aeruginosa 

(Nikaido H et al., 1991). 

 

I-3- Habitat et distribution environnementale : 

La capacité de croissance de P. aeruginosa dans différentes conditions lui confère une large 

distribution environnementale. La bactérie prolifère aussi bien dans l’eau que dans le sol, 

ainsi que sur la majorité des espèces végétales. P. aeruginosa est est très présente en milieu 

hospitalier et elle est responsable de nombreuses infections nosocomiales (11% des infections 

nosocomiales).  

 

II- Pathogénie de P. aeruginosa : 

La pathogénie de P. aeruginosa est liée à la production de nombreux facteurs de virulence 

membranaires et extracellulaires. Les facteurs de virulence sont des molécules qui permettent 

à la bactérie de survivre et de se multiplier dans différents microenvironnements, en 

particulier chez l’hôte (Figure 3).  
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Figure 3 : Facteurs de virulence de P. aeruginosa  

(Sadikot RT et al, 2005) 

 

Les facteurs de virulence de surface incluent le flagelle, le pili, et le LPS. Les facteurs 

secrétés comportent les produits extracellulaires (protéases, hemolysine, Exotoxine A,…), 

les protéines du système de sécrétion de type III, les molécules du Quorum sensing et 

l’alginate. 

 

 

II-1- Facteurs de virulence membranaire : 

Parmi les facteurs membranaires on cite le flagelle, le facteur d’adhésion (pili de type IV), le 

lipopolysaccharide (LPS) et la porine OprF. 

P. aeruginosa produit un flagelle monotriche polaire indispensable à la motilité 

bactérienne (Kohler T et al., 2000). La flagelline est la principale protéine constitutive du 

flagelle, elle joue un rôle important dans l’induction de la réponse pro-inflammatoire de 

l’hôte (Szabo C., 2003). Le flagelle s’agrandit par l’addition de sous-unités de flagelline à 

l’extremité la plus éloignée du corps cellulaire. Ces sous-unités diffusent à travers le domaine 

creux du flagelle, atteignant ainsi son extrémité (Figure 4). Le flagelle joue un rôle au stade 

initial de l’infection pulmonaire, permettant l’adhérence des bactéries aux cellules 

épithéliales respiratoires (Feldman M et al., 1998).  
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Figure 4 : Structure et assemblage d’un flagelle bactérien 

(Jarell K.F and McBride M., 2008) 

 

Le flagelle bactérien se compose de trois parties: le filament, le crochet et le corps basal. Le 

gradient de protons à travers la membrane cytoplasmique est essentiel à la rotation du flagelle 

dans le sens d’une aiguille d’une montre (CW) ou dans le sens contraire (CCW). (HAP : Hook 

associated protein). 

 

P. aeruginosa exprime un nombre limité de pili polaires. Le pilus est une petite structure 

filamenteuse d’environ 6 nm de diamètre constituée d’empilements de monomères de la 

protéine appelée piline (Mattick J.S et al., 2002). Les pili de P. aeruginosa sont parmi les 

rares pili procaryotes impliqués dans la motilité bactérienne. Les pili de type IV, par leurs 

propriétés rétractiles, permettent à P. aeruginosa d’envahir les surfaces hydratées et de 
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coloniser rapidement les voies respiratoires. Le pilus facilite aussi l’adhésion bactérienne aux 

cellules épithéliales en se liant au récepteur asialoGM1 (Gupta S.K et al., 1994) et est 

indispensanble à la virulence de P. aeruginosa (Comolli J.C et al., 1999). 

 

 

Figure 5 : Structure du Pilus de type IV de P. aeruginosa 

(Craig L et al., 2006) 

 

 

Le LPS est un composant essentiel de la paroi bactérienne de P. aeruginosa. Il est 

constitué d’un lipide A, une région hydrophobe permettant l’ancrage de la structure dans la 

membrane externe, d’un cœur oligosaccharidique et de l’antigène-O, une partie 

polysaccharidique variable débordant de la membrane externe (Figure 6). Le lipide A possède 

des propriétés toxiques correspondant à l’endotoxine des bactéries Gram négatif et est 

responsable d’une stimulation excessive du système immunitaire pouvant provoquer un choc 

septique et conduire à la mort (Lynn W.A & Golenbock D.T., 1992). La variabilité de 

l’antigène-O est responsable de la spécificité antigénique O au sein d’une même espèce 

bactérienne. Selon que l’antigène O est présent ou absent sur le cœur oligosaccharidique, on 

parle respectivement de phénotype lisse ou rugueux. Le phénotype lisse a été souvent décrit 

comme plus virulent par rapport à un mutant isogénique possédant un phénotype rugueux 

(Cryz S.J. et al., 1984). 
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Figure 6 : Structure du LPS 

(Gilgenkrantz S., 2005) 

 

Le LPS comprend trois régions : une base lipidique (Lipide A), un noyau interne et une série de 

sous-unités formant l’antigène O. 

 

 

La protéine OprF de la membrane externe de P. aeruginosa est une porine majeure 

(Figure 7). Il s’agit d’une protéine bifonctionnelle possédant une activité porine à travers son 

canal à eau et jouant le rôle de protéine de structure importante au maintien de l’intégrité 

bactérienne (Finnen RL et al., 1992). Cette protéine forme un nombre limité de larges canaux 

au niveau de la membrane externe de P. aeruginosa (Rawling E.G et al., 1995). Le diamètre 

du canal OprF est de 2 nm et permet la diffusion de polysaccharides ayant un poids 

moléculaire compris entre 2000 et 3000 daltons (Nestorovich E.M et al., 2006). OprF 

possède un rôle structural déterminant dans la morphologie bactérienne et dans la capacité 

des bactéries à croître dans un milieu à faible osmolarité (Gotoh N et al., 1989). Il a été 

démontré également qu’OprF contribue à l’adhérence bactérienne aux cellules épithéliales 

pulmonaires et facilite ainsi l’interaction de P. aeruginosa avec l’épithélium en favorisant la 

colonisation de l’épithélium respiratoire et l’initiation de l’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) 

 

 

II-2-Facteurs de virulence secrétés via le système de sécrétion de 

type III : 

P. aeruginosa utilise un système de sécrétion de type III qui est un déterminant majeur de la 

virulence et permet à la bactérie d’injecter ses toxines dans la cellule hôte. Les protéines 

secrétées via le système de sécrétion de type III (ainsi que via le système de sécrétion de type 

I) sont transloquées à travers les deux membranes de l’enveloppe cellulaire en une seule 

étape sans intermédiaire périplasmique (Figure 8). Ce système de sécrétion, provoquant des 

infections aigues, nécessite le contact des pili bactériens à la cellule épithéliale pour être 

activé. 
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Figure 8 : Système de sécrétion de type III 

 

P. aeruginosa secrète quatre exoenzymes à travers le système de sécrétion de type III :  

ExoS, une ADP-ribosyltransférase, nécessaire à la destruction des tissus au site de 

l’inflammation et à la dissémination bactérienne (Nicas T.I et al., 1985 ; Nicas T.I & Iglewski 

B.H, 1984). ExoS pourrait aussi contribuer à l’inflammation pulmonaire en stimulant la 

prolifération lymphocytaire (Barclay N.G et al., 1999). 

ExoT, une exotoxine qui semble interférer avec l’organisation des filaments d’actine, 

empêche l’exocytose, la progression du cycle cellulaire et la phagocytose (Krall R et al., 

2000) ExoU, une toxine nécrotique qui détruit les membranes cellulaires induisant la 

perméabilité des cellules épithéliales, des macrophages et des fibroblastes (Finck-Barbancon 

V et al, 1997). 

ExoY, une adenylate cyclase induisant une accumulation d’AMP cyclique dans les cellules 

intoxiquées de l’hôte (Yahr T.L et al., 1998). 
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II-3- Autres facteurs de virulence secrétés : 

P. aeruginosa exprime d’autres facteurs de virulence qui contribuent à sa pathogénécité en 

aidant sa colonisation ou en facilitant l’invasion bactérienne. 

La colonisation bactérienne implique de multiples facteurs incluant les fimbriae ou les pili, le 

flagelle et les polysaccharides de surface. L’invasion tissulaire par P. aeruginosa est 

favorisée par la production d’élastase, de protéases alcalines, des hémolysines 

(phospholipases et lecithinase), cytotoxines (leukocidine), siderophores et du pigment 

pyocyanique. 

 

II-3-1 Les protéases : 

II-3-1-1 Les métalloprotéases : 

a- L’élastase (Pseudolysine/Las B) : 

L’élastase de P. aeruginosa, codée par le gène lasB est une métalloprotéinase (dépendante du 

zinc) secrétée par le système de sécrétion de type II (Morihara K et al., 1965). La voie de 

sécrétion de type II est un mécanisme de sécrétion en deux étapes. Les protéines sont, 

d’abord, transloquées par la machinerie à travers la membrane interne et sont ensuite 

secrétées à travers la membrane externe (Braun P et al., 2001). L’élastase est une enzyme de 

33 kDa (Kessler E & Safrin M, 1988) qui clive le collagène, les immunoglobulines G et A 

(IgG et IgA) ainsi que le complément (Hong Y.Q & Ghebrehiwet B., 1992 ; Heck L.W et al., 

1990). L’élastase perturbe l’intégrité de la barrière épithéliale en dérégulant les jonctions 

serrées des cellules épithéliales et interférant avec la clairance mucociliaire. Elle dégrade 

également les protéines du surfactant A et D (SP-A et SP-D) qui possèdent un rôle important 

dans l’immunité innée. 

 

b- Las A (staphylolysine) : 

La staphylosine (la protéine LasA) est codée par le gène lasA dont la transcription est régulée 

par le quorum sensing et est secrétée par le système de sécrétion de type II. Cette protéase de 

20 kDa agit en synergie avec l’élastase pour la dégradation de l’élastine (Kessler E et al., 

1997). La staphylolysine est un facteur de virulence important lors des infections oculaires à 

P. aeruginosa (Estrellas P.S et al., 2000). 
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c- La protéase alcaline (Aeruginolysine) : 

La protéase alcaline, métalloprotéase de 56 kDa codée par le gène aprA, est la seule protéase 

secrétée par le système de sécrétion de type I (ou transporteur ABC). Elle lyse la fibrine et 

interfère avec sa formation. Elle inactive les principales protéines de défense de l’hôte 

comme les anticorps, le complément, l’interféron- γ (IFN-γ) et les cytokines (Avidano M.A et 

al., 1998). 

 

II-3-1-2 les sérine-protéase : 

a- La protéase IV (Arginyl peptidase): 

La protéase IV est une sérine protéase de 26 kDa codée par le gène prpL. Cette enzyme est 

impliquée dans la dégradation du fibrinogène, de la plasmine, du plasminogène, de 

l’épithélium cornéen et des produits inflammatoires (Engel L.S et al, 1998a ; Engel et al, 

1998b). Cette protéase est un facteur de virulence important du fait de son implication dans 

diverses infections telles que les kératites, les otites, les bactériémies et la mucoviscidose 

(Louis D el al., 1998). 

 

b- Las D: 

Las D est une serine protéase de 23 kDa (Park S et al., 1995) qui possède une activité 

staphylolytique (la capacité de lyser les bactéries staphylocci) permettant à Pseudomonas de 

concurrencer Staphylococcus au niveau du poumon (Park S et al., 1998). 

 

II-3-2 La leucocidine : 

La leucocidine est une protéine de 42,5 kDa produite par la plupart des souches pathogènes 

de l’espèce Pseudomonas aeruginosa (Nishiya H et al., 1993). La leucocidine induit la lyse 

de plusieurs cellules participant aux défenses de l’hôte comme les granulocytes et les 

lymphocytes (Hirayama T et al., 1984).  

II-3-3 Les phospholipases et les lecithinases : 

Les phospholipases et les lecithinases sont des hémolysines qui agissent synergiquement pour 

briser les lipides et la lecithine. Ces protéines favorisent l’invasion par leurs effets 

cytotoxiques sur les cellules hôtes. 
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II-4- Régulation de l’expression des facteurs de virulence ou 

« Quorum sensing » : 

Le système de communication bactérienne appelée Quorum-sensing (QS) (Fuqua WC et al., 

1994) dépend de la densité bactérienne et repose sur la synthèse et la diffusion, de bactérie à 

bactérie, de petites molécules appelées acylhomosérines lactones (AHL). Chez P. aeruginosa 

le QS simplifie et coordonne l’expression de gène dits de virulence par l’activation de leur 

transcription (Rashid M.H et al., 2000). Deux systèmes de QS ont été découverts, le système 

las et le système rhl, contrôlant à eux deux la transcription de plusieurs gènes impliqués dans 

la virulence.  

Le système « las » contrôle l’expression des gènes des élastases LasA et LasB (lasA et lasB), 

de la protéase alcaline (aprA), de l’exotoxine A (toxA), et des protéines de la machinerie de 

sécrétion de type II Xcp (xcrP et xcrR) (Chpon-Herve V et al., 1997). Le système « rhl » 

régule de nombreux gènes cibles comprenant l’opéron rhlAB qui active l’expression d’une 

série de gènes dont le gène de l’élastase B (lasB), de la protéase alcaline (aprA), de la 

pyocyanine (pyc) et les gènes des protéines impliquées dans la machinerie de secétion Xcp 

(XcpR et XcpP) (Le Berre R et al., 2006). 

 

III- Infections à P. aeruginosa : 

Chez l’homme, ce pathogène est de plus en plus résistant aux antibiotiques et représente le 

bacille Gram négatif le plus rencontré dans les infections nosocomiales. Il est également 

responsable d’infections aiguës et chroniques.  

P. aeruginosa cause principalement des infections opportunistes telles que les infections 

pulmonaires chez les patients immunodéprimés (patients atteints de leucémie, SIDA, cancer) 

ou ayant inhalé de l’air chaud lors d’un incendie. Les infections nosocomiales causées par ce 

pathogène sont associées à une intubation et une ventilation endotrachéale du patient. En 

effet, les patients hospitalisés, à priori ceux ayant nécessité une intubation oro-trachéale pour 

assistance respiratoire, présentent un risque de colonisation du tractus respiratoire par  

P. aeruginosa, majoré selon la durée de l’assistance respiratoire. En milieu hospitalier, P. 

aeruginosa peut également induire des infections postopératoires ou des bactériémies dont le 

pronostic est sévère.  

P. aeruginosa est aussi la cause de méningites, de dermatites, d’otites externes, de kératites 

ulcéreuses chez les porteurs de verres de contact, d’infections de la peau chez les grands 
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brûlés, d’endocardites chez les patients abusant de drogues intraveineuses et d’infections 

nosocomiales du tractus urinaire (Bodey G.P et al., 1983) (Figure 9). P. aeruginosa est aussi 

la cause majeure d’infections pulmonaires et de décès chez les patients atteints de 

mucoviscidose. 

 

 
 

Figure 9 : Infections à P. aeruginosa 

(http://gsbs.utmb.edu) 

 

III-1 Infections chroniques : 

P. aeruginosa est rencontré lors d’infections respiratoires chroniques telles que la 

mucoviscidose, la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) et la dilation des 

bronches (DDB). 

La mucoviscidose est une maladie autosomique récessive létale caractérisée par une mutation 

du gène CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) qui code pour une 

protéine transmembranaire impliquée dans le flux d’ions chlores (Cl -) à travers la membrane 

plasmique (Bertrand C.A et al, 2003). Il s’agit d’une maladie chronique du tractus 

respiratoire caractérisée par une obstruction des voies respiratoires et des infections 

récurrentes du poumon et du sinus paranasal dès le plus jeune âge. Le poumon 
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mucoviscidosique est particulièrement susceptible aux infections occasionnées par P. 

aeruginosa. Cet organisme joue un rôle crucial dans le développement et la progression des 

maladies pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose (Wine J et al, 1999). 

L’inflammation du tractus respiratoire causée par une infection chronique à P. aeruginosa est 

la cause majeure de morbidité et de mortalité chez les patients mucoviscidosiques (Khan Tz 

et al, 1995). En effet, la stratégie consistant à utiliser une antibiothérapie agressive a permis 

le contrôle des infections respiratoires à Staphylococcus aureus et Haemophilus influenzae 

mais a abouti à la sélection de souches de P. aeruginosa résistantes aux antibiotiques 

s’adaptant à l’environnement des poumons mucoviscidosiques, riches en mucus, en devenant 

des variants mucoïdes (Mashburn L.M et al, 2005). Le mucus présente un environnement 

propice à la croissance de P. aeruginosa, son hypersécrétion entraîne une augmentation de 

son épaisseur et la création d’un gradient d’O2 qui va permettre la formation d’alginate par P. 

aeruginosa (Worlitzsch D et al, 2002). 

La BPCO fait référence à un état décrit comme une bronchite chronique se traduisant par une 

inflammation chronique et un rétrécissement des voies aériennes. Chez les patients atteints de 

BPCO, la fréquence d’isolement de P. aeruginosa va de 3 à 18% en période d’exacerbation 

(Sethi S et al., 2000). Le risque d’acquisition et de colonisation à P. aeruginosa chez ces 

patients est lié à quatre facteurs reconnus : la rencontre pathogène-bronches liés à 

l’environnement hospitalier (Robinson P et al., 2003), la sélection de P. aeruginosa dans la 

flore du patient suite aux antibiothérapies, les altérations de la muqueuse bronchique et de la 

clairance mucociliaire, et les facteurs de virulence de P. aeruginosa favorisant la colonisation 

initiale (flagelle, pili de type IV) et la colonisation chronique (quorum sensing, biofilm). 

La DDB est une affection chronique des bronches parfois congénitale mais le plus souvent 

faisant suite à des broncho-pneumopathies virales ou bactériennes à répétition, à la 

mucoviscidose, à l’inhalation d’un corps étranger, à la coqueluche ou à la tuberculose et se 

manifeste par une augmentation anormale et permanente du calibre des bronches. 

Chez les patients atteints de DDB, P. aeruginosa est isolé dans 9 à 45% des cas selon les 

différentes populations. P. aeruginosa apparait plus tardivement dans la maladie, huit ans 

après le diagnostic de la maladie (Benhamou D et al., 1996). La présence de P. aeruginosa 

est corrélée avec une altération de la qualité de vie (Wilson CB et al., 1997) et une mortalité 

plus élevée (Ho PL et al., 1998). 
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III-2 Infections aiguës : 

P. aeruginosa peut être responsable d’infections aigües telles que les pneumonies. 

Chez les patients immunodéprimés, particulièrement les patients transplantés, brulés, atteints 

de cancers ou du SIDA, P. aeruginosa est à l’origine d’infections respiratoires (broncho-

pulmonaires) graves. Les pneumonies aigües associées à ce pathogène se compliquent 

fréquemment d’œdème pulmonaire majeur, de choc septique et de défaillance multiviscérale, 

accusant un taux de mortalité élevé, estimé de 50 à 70% selon les études, malgré une 

antibiothérapie adaptée (Faure K et al., 2006).  

Le taux de mortalité des infections respiratoires à P. aeruginosa chez les patients sous 

assistance respiratoire par ventilation mécanique varie de 34 à 48%. Cette bactérie représente 

le pathogène le plus fréquemment identifié chez les patients nécessitant une trachéotomie 

pour une ventilation mécanique continue (Rello J et al., 2003). 

P. aeruginosa peut rarement causer des infections chez des personnes saines. Quand ces 

infections se produisent, elles sont dues à une longue exposition aux aérosols d’eaux 

contaminées, avec un taux de mortalité de 33% (Hatchette T.F et al., 2000). 

 

IV- Résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques : 

P. aeruginosa présente des résistances à certains antibiotiques ainsi qu’à une grande variété 

d’agents chimiques. L’un de ses mécanismes de résistance est lié à sa capacité de changer de 

phénotype en mutant d’une souche invasive non mucoïde à une souche mucoïde sur-

exprimant l’alginate, une matrice d’exopolysaccharide qui favorise les conditions de la 

colonisation bactérienne au niveau du poumon (Martin DW et al., 1993). 

La mutation de P. aeruginosa responsable de la forme mucoïde (muc) est associée avec 

l’activation de la transcription du gène de l’alginate algD. La région critique responsable des 

formes mucoïdes et non mucoïdes contient trois gènes étroitement liés algU, mucA, et mucB. 

AlgU est un régulateur positif, mucA et mucB constituent le cluster de gènes contrôlant la 

conversion à la souche mucoïde. Une importante activation de la transcription de algD et la 

conversion à la souche mucoïde sont observées quand mucA ou mucB sont inactivés au 

niveau du chromosome des souches initialement non mucoides. 

La production locale par P. aeruginosa d’exopolysaccharides (alginate) provoque la 

formation d’un biofilm. Le biofilm se définissant comme une population bactérienne adhérée 

à une surface et enrobée d’une matrice d’exopolysaccharide (Costerton J.W et al., 1999). 
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Cette matrice représente 85 % du volume total et renforce la structure du biofilm tout en lui 

conservant une grande plasticité.  

Le deuxième mécanisme pouvant être à l’origine de la résistance aux antibiotiques est que le 

pathogène a développé au cours de l’évolution des mécanismes de résistance intrinsèque et 

naturelle contre les composants antimicrobiens. (Stover C.K et al., 2000).  

 

V- Génome de P. aeruginosa : 

Le génome de P. aeruginosa PAO1 a été complètement séquencé en 2000 (Figure 10). 

L’annotation des gènes est disponible sur le site internet www.pseudomonas.com.  

 

 

 

 

Figure 10 : Représentation circulaire du génome de P. aeruginosa 

(Stover C.K et al, 2000) 

 

Ce génome englobe 6,3 millions de paires de bases, contenant 5 570 cadres de lecture ouverts 

(ORFs) dont la plupart sont riches en Guanine et Cytosine (G+C) (66,6%). Ses propriétés de 

mobilité (quatre types), son implication dans le métabolisme par différents systèmes, son 

pourcentage élevé de gènes régulateurs (9,4% de la totalité du génome soit 521 gènes) ainsi 
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que la multitude de ses systèmes de transport confèrent à P. aeruginosa une grande 

variabilité. Seuls 6.7 % de ses gènes ont une fonction bien connue dont 19% codent pour des 

protéines, soit 150 gènes codant pour les protéines de la membrane externe (OMPs). 

Un nombre considérable de gènes de P. aeruginosa sont impliqués dans la régulation et les 

fonctions métaboliques. Cette diversité lui confère la capacité d’utiliser comme source de 

carbone un grand nombre de composés organiques et de se maintenir dans de nombreuses 

niches écologiques (Stover C.K et al., 2000). 
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Chapitre 2 : Défense pulmonaire antibactérienne 

 

I- Description générale de L’appareil respiratoire : 

L’appareil respiratoire représente une vaste surface d’échange avec l’environnement 

extérieur. Sa fonction essentielle est d’assurer un échange de gaz entre le sang des veines et 

l’air atmosphérique : fonction remplie au niveau des alvéoles pulmonaires. 

L'air inspiré descend dans la trachée, jusqu'aux bronches, qui se séparent pour pénétrer dans 

le poumon droit ou gauche. Les bronches elles-mêmes se ramifient en plusieurs bronchioles, 

qui se divisent en une demi-douzaine de canaux alvéolaires, qui sont d'étroits conduits 

s'ouvrant dans les sacs alvéolaires. Cette structure ramifiée unissant la trachée, les bronches, 

les bronchioles, les canaux alvéolaires et les sacs alvéolaires est appelée arbre bronchique. 

Une dizaine d'alvéoles sont réunies en grappes sur chaque sac alvéolaire. C'est au niveau des 

alvéoles, que l'oxygène apporté par l'inspiration traverse la membrane de la paroi alvéolaire 

pour être transféré vers les globules rouges contenus dans les capillaires. Inversement, les 

déchets gazeux passent des globules rouges à l'air des alvéoles, afin d'être éliminés par 

l'expiration (Figure 11). Les alvéoles sont particulièrement sensibles aux infections, car elles 

constituent un environnement humide et chaud, propice à la prolifération des bactéries et des 

virus. 

 

Figure 11 : Appareil respiratoire humain 

(http://infovisual.info) 
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II- Mécanismes de défense immunitaire pulmonaire : 

Les poumons représentent une interface unique entre le corps humain et l’environnement 

extérieur, avec une surface alvéolaire d’environ 75 m² pour une épaisseur de quatre à huit 

microns entre l’espace alvéolaire et la microcirculation. Cette configuration est optimale pour 

les échanges gazeux mais augmente aussi la vulnérabilité du poumon vis-à-vis des 

pathogènes, des particules et des gaz toxiques inhalés. Cette exposition constante du tractus 

respiratoire aux microorganismes nécessite la présence d’un système immunitaire efficace 

permettant d’initier rapidement la lutte anti-infectieuse. 

Deux types de réponse immunitaire participent à la protection du poumon : la défense 

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

 

II-1- Défense innée de l’épithélium respiratoire : 

La défense innée du poumon inclut différents mécanismes : (i) les défenses mécaniques de 

l’hôte contre les pathogènes, notamment les barrières initiales de protection contre toute 

invasion du poumon par des agents infectieux, (ii) la clairance mucociliaire et (iii) les 

molécules antimicrobiennes du mucus impliquées dans la défense innée constitutive de 

l’épithélium. 

Le nez constitue la première barrière physique qui agit comme un filtre contre les grosses 

particules (>10 µm). Les particules ayant un diamètre supérieures à 5 µm sont généralement 

retenues dans la partie supérieure des voies aériennes. En revanche, les particules ayant un 

diamètre inférieur à 5 µm échappent à ces défenses et accèdent aux voies respiratoires. 

La couverture mucociliaire tapissant la surface des voies aériennes contient des 

glycoprotéines complexes dénommées mucines capables de retenir les microorganismes et de 

les piéger. Ces particules piégées sont par la suite éliminées par la clairance mucociliaire, 

mécanisme de battement coordonné et orienté des cils qui propulse le mucus vers la trachée 

et l’oropharynx et qui est ensuite avalé ou expectoré (Evans J.H & Sanderson M.J., 1997). 

Toutefois, des mécanismes de défense additionnels sont nécessaires afin de maintenir une 

certaine « stérilité » du poumon et de préserver l’intégrité de l’épithélium respiratoire. En 

effet, une variété de molécules possédant des propriétés antimicrobiennes directes à large 

spectre d’action et facilitant l’élimination des agents infectieux par phagocytose est produite 

par les cellules des voies inférieures et supérieures du tractus respiratoire (Rogan MP et al., 

2006) et les cellules phagocytaires présentes naturellement dans les poumons (macrophages 

résidents) ou recrutées au site de l’infection (neutrophiles). Ces molécules englobent la 
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lactoferrine, le lysozyme, les inhibiteurs des protéases (SLPI), les défensines, la cathélicidine 

LL37, la BPI, les collectines, la lactoperoxydase, le complément et les immunoglobulines A 

et G (Rogan M P et al., 2006). 

 

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

a- Lactoferrine : 

La lactoferrine est une protéine hautement cationique secrétée par les granules secondaires du 

neutrophile. Elle possède des propriétés à la fois antimicrobiennes et anti-inflammatoires. Ses 

effets antimicrobiens résident dans sa capacité à être directement bactéricide et 

bactériostatique. Il a été démontré récemment que la lactoferrine inhibe la formation du 

biofilm chez Pseudomonas (Singh PK et al., 2002). 

 

b- Lysozyme : 

Le lysozyme humain présent au niveau de l’appareil respiratoire est une enzyme anti-

bactérienne secrétée en grande quantité essentiellement par les glandes de la sous-muqueuse 

trachéale, l’épithélium de surface et les macrophages alvéolaires pulmonaires (Konstan M.W 

et al., 1982). Le lysozyme est une protéine basique stockée dans les granules primaires et 

secondaires du neutrophile. Il possède la capacité de lyser la paroi bactérienne et de tuer les 

bactéries selon un mécanisme non spécifique (Laible N.J et al., 1985). Le lysozyme est 

hautement actif contre les bactéries à Gram positif et à Gram négatif (Cole A.M et al., 2002). 

 

c- SLPI / Elafine: 

Le « Secretory Leucocyte Proteinase Inhibitor » (SLPI) est une protéine hautement basique 

exprimée par les macrophages, les neutrophiles et les cellules épithéliales (Melrose J et al., 

1992). Le domaine N-terminal du SLPI possède une activité antimicrobienne in vitro contre 

les bactéries à Gram négatif et à Gram positif (Hiemstra PS et al., 1996). Le domaine C-

terminal du SLPI est un inhibiteur des sérine-protéase conférant ainsi une protection 

significative contre l’élastase du neutrophile et la cathepsine G (Gauthier F et al., 1982). De 

plus, le SLPI possède des propriétés anti-inflammatoire en sous-régulant le TNF-α et en 

inhibant le NFκB (Taggart CC et al., 2005). 

L’élafine, identifiée à l’origine comme un inhibiteur de protéases, possède une activité 

antibactérienne contre les bactéries à Gram négatif et les bactéries à Gram positif. Les 
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fonctions antimicrobiennes de l’élafine ont été identifiée grâce à des études réalisées avec 

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (Williams SE et al., 2006). L’extrémité 

N-terminale de l’élafine est cationique et représente le domaine bactéricide contre 

Pseudomonas aeruginosa ; l’extrémité C-terminale de l’élafine représente le domaine 

bactéricide contre Staphylococcus aureus ; la protéine entière est hautement bactéricide 

contre les deux bactéries à la fois (Fitch P.M et al., 2006). 

Toutefois, il est à noter qu’un homologue murin direct de l’élafine humaine n’existe pas 

(Hagiwara K et al., 2003). 

 

d- Défensines : 

Les défensines sont des peptides de 3 à 5 kDa, membres d’une large famille aux 

caractéristiques de repliement tridimensionnel comportant six cystéines formant des ponts 

disulfures. Les défensines ont des activités cytotoxiques contre les bactéries, les levures, les 

parasites, les virus et même certaines cellules hôtes (Martin E et al., 1995). Elles se 

subdivisent en différentes classes qui comportent les alpha- et béta-défensines. Les alpha-

défensines sont aussi connues sous le nom de HNP (Human Neutrophil Peptide). Les alpha-

défensines contribuent à la réparation des poumons en stimulant la prolifération des cellules 

épithéliales (Aarbiou J et al., 2002). Les béta-défensines 2 et 3 sont secrétées en réponse au 

LPS et aux cytokines (TNF-α, IL-1β). Les béta-défensines 1 à 3 sont actives contre les 

bactéries à gram négatif. 

 

e- Cathélicidine LL-37 : 

Les cathélicidines sont une famille de protéines antimicrobiennes stockées dans les granules 

spécifiques du neutrophile. La cathélicidine LL-37 est présente également dans certains 

lymphocytes, le tissu testiculaire et l’épithélium des voies aériennes (Agerberth B et al., 

2000). La cathélicidine LL-37 est le seul membre identifié jusqu’à présent (Bals R et al, 

2003 ; Agerberth B et al, 2000 ; Sorensen O et al, 1997). LL-37 est capable de réduire la 

charge bactérienne de Pseudomonas quand elle est surexprimée dans un modèle murin (Bals 

R et al., 1999). 
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f- BPI (Bacterial Permeability-Increasing 

protein): 

La BPI est une protéine de 55 kDa très active contre les bactéries à Gram négatif (Beamer LJ 

et al., 1997). Elle est exprimée par l’épithélium (Canny G et al., 2002) et les fibroblastes 

(Reichel PH et al., 2003). La BPI est stockée dans les granules primaires du neutrophile et 

exerce ses effets selon trois mécanismes différents : (i) toxicité directe de la BPI sur la 

membrane bactérienne, (ii) : stimulation de la phagocytose des neutrophiles, (iii) capacité de 

la BPI à neutraliser le LPS bactérien (Elsbach P et al., 1998a). En synergie avec d’autres 

protéines du système immunitaire inné, la BPI possède un domaine N-terminal hautement 

cationique contenant des zones de neutralisation bactéricide (Elsbach P et al., 1998b). La BPI 

agit en association avec d’autres protéines telle que les cathélicidines et les défensines pour 

tuer les bactéries. Elle possède également un rôle dans la sous régulation des effets pro-

inflammatoires des bactéries à gram négatif et des endotoxines in vivo (Levy O et al., 1995). 

 

g- Lactoperoxydase (LPO) : 

La muqueuse des voies respiratoires secrète une peroxydase, capable de prévenir les 

infections des voies aériennes (Christensen T.G et al., 1981). La lactoperoxydase (LPO) 

contribue majoritairement aux défenses des voies respiratoires. En effet, l’inhibition de la 

LPO conduit à une diminution significative de la clairance bactérienne dans les voies 

respiratoires (Cerson C et al., 2000). La LPO fournit une protection additionnelle contre les 

virus (Pourtois M et al., 1991 ; Tenovuo et al., 1995) et les infections fongiques (Lenander-

Lumikari M et al., 1992 ; Popper L et al., 1997) et possède une activité contre Pseudomonas 

aeruginosa, Burkholderia cepacia et Haemophilus influenzae (Wijkstrom-Frei C et al., 

2003). 

 

h- Collectines (les protéines du surfactant A et 

D) : 

Le surfactant pulmonaire est une lipoprotéine complexe synthétisée par les pneumocytes de 

type II et les cellules de Clara. Le surfactant joue un rôle dans la défense de l’hôte contre 

l’infection. Les protéines du surfactant appartiennent à la famille des collectines et du 

« collagene like lectin » (Crouch E et al., 2000 ; Crouch E et al., 2001). Ce sont des 

opsonines clés facilitant la phagocytose des bactéries et des virus par les macrophages et les 

monocytes (Lawson P.R et al., 2000).  
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i- Phospholipase A2 (PLA2) : 

Les Phospholipase A2 (PLA2) correspondent à une famille d’enzymes qui hydolysent les 

phospholipides membranaires, conduisant à la libération de phospholipides et d’acides gras 

libres (Six DA., 2000). Parmi les PLA2 on distigue la PLA2 cytosolique (cPLA2) et la PLA2 

secrétée (sPLA2) produite par divers types cellulaires notamment les macrophages 

alvéolaires (Touqui L et al., 2005). La sPLA est bactéricide contre les bactéries Gram positif 

mais nécessite le recrutement de co-facteurs (telle que la BPI et le système du complément) 

pour exercer une activité bactéricide contre les bactéries Gram négatif. La sPLA de type IIa 

est bactéricide contre P.aeruginosa. L’activité bactéricide de IIa sPLA repose sur sa capacité 

à altérer l’intégrité de la paroi bactérienne (Dubuix A et al., 2003). 

 

II-1-2 Les macrophages alvéolaires :  

Les macrophages alvéolaires sont les cellules immunitaires résidentes du poumon et 

représentent la première ligne de défense phagocytaire contre tout agent infectieux tel que les 

microorganismes, les toxines, ou autres particules qui atteignent l’espace alvéolaire. Les 

macrophages alvéolaires ont une longue durée de vie (plusieurs mois) et sont dérivés de 

monocytes sanguins. Ces cellules possèdent des fonctions phagocytaires, micro-bactéricides 

et sécrétoires très importantes et jouent un rôle primordial dans l’immunité du poumon en 

initiant les réponses inflammatoires et immunitaires. 

 

II-1-3 Reconnaissance du pathogène: 

Les cellules épithéliales des voies aériennes et les macrophages alvéolaires représentent la 

première ligne de défense contre toute infection. Elles reconnaissent des motifs moléculaires 

hautement conservés et très souvent associés à des pathogènes qu’on appelle PAMPS 

(pathogen-associated molecular patterns) grâce à des récepteurs cytoplasmiques, 

membranaires ou extracellulaires; les « pattern recognition receptors » ou PRRs. Elles initient 

ainsi le signal approprié à l’élimination du pathogène ainsi qu’à l’activation de l’immunité 

acquise (Kumagai Y et al., 2008). Les PRRs les plus connus sont les récepteurs TLR (Toll 

Like Receptor). Les PAMPS reconnus par les TLR regroupent une large variété de molécules 

telles que les carbohydrates, les lipides, les protéines et les acides nucléiques. Des études 

récentes ont montré la présence d’autres types de récepteurs PRRS appelé les récepteurs 

NLRs (Nucleotide binding oligomerization domain (NOD)-like receptors) et les récepteurs 
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RLHs (RIG-I-like helicases). Ces récepteurs jouent un rôle important dans la réponse 

immunitaire innée (Akira S et al., 2006) (Figure 12). 

La reconnaissance des bactéries par les cellules épithéliales induit la production de 

chimiokines et de cytokines qui servent au recrutement et à l’activation des cellules 

phagocytaires, principalement les neutrophiles, au site de l’infection (Gomez M.I et al, 2007). 

 

Figure 12 : Reconnaissance du pathogène par les cellules épithéliales 

(Gomez MI et al., 2008) 

Les ligands bactériens de P. aeruginosa sont reconnus par des récepteurs de surface 

(asialoGM1, TLRs). Une cascade de signalisation est ainsi initiée à travers des protéines 

adaptatrices (MyD88/TIRAP, TRADD/RIP) résultant en la transcription de médiateurs pro-

inflammatoires. 

 

II-1-4 Les récepteurs TLRs : 

Les récepteurs TLRs des mammifères sont des glycoprotéines transmembranaires contenant 

un domaine extracellulaire LRRs (Leucine-rich repeat) responsable de la reconnaissance du 
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ligand et un domaine cytoplasmique TIR (TOLL/IL-1R homology) nécessaire à l’initiation de 

la signalisation (Akira S et al., 2004) (Figure 13).  

Onze TLRs humains et treize TLRs murins ont été identifié jusqu’à présent (Roach J.C et al., 

2005).  

 

 

Figure 13 : Comparaison de la structure des récepteurs TLR avec l’IL-1R 

(http://acces.inrp.fr) 

Les TLR sont des protéines transmembranaires constituées par : un domaine extracellulaire 

riche en Leucine (domaine LRR : Leucine Rich Repeat), une partie transmembranaire riche en 

cystéines et un domaine intracytoplasmique que l'on retrouve chez les récepteurs des 

interleukines IL-1 et IL-18 (domaine TIR : Toll/IL-1 Receptor) 

 

Les TLRs 1, 2, 4, 5 et 6 sont principalement localisées à la surface cellulaire et reconnaissent 

surtout les composants bactériens, les récepteurs TLRs 3, 7, 8 et 9 sont principalement 

intracellulaires et reconnaissent surtout les produits viraux (Akira S et al., 2006) (Figure 13). 

Les récepteurs TLRs agissent en homodimères, hétérodimères ou en association avec d’autres 

LRRs, ils sont capables de reconnaître diverses composants bactériens, fongiques, 

parasitaires et viraux tels que les lipides bactériens, le LPS, les lipopeptides, les protéines 

microbiennes, les acides nucléiques tel que l’ARN simple brin et double brin et les ilots CpG 
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de l’ADN (Tableau II) (Figure 14). Certains TLRs reconnaissent des ligands endogènes tel 

que la chromatine qui est reconnue par le récepteur TLR9 (Rifkin IR et al., 2005). 

 

 

 

Figure 14 : Localisation cellulaire des TLRs 

(Takeda K et al., 2005) 

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

et 9 sont en position intracellulaire (dans la membrane de l'endosome). 

 

 

Tableau II : Ligands bactériens et leurs récepteurs épithéliaux 

(Marisa I et al, 2008) 

 

Ligands bactériens Récepteur 

Flagelle, pili, bactéries Gram négatif et Gram positif asialoGM1 

Acide lipotéichoïque, lipoprotéines, flagelle, lipoarabinomannane,  

modulines solubles dans le phénol. 

TLR2 

Flagelle TLR5 

Protéine A TNFR1, EGFR 

Peptidoglycane NOD1/2 

LPS TLR4 
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Figure 15 : Reconnaissance des facteurs de virulence membranaires  

de P. aeruginosa 

(Kipnis E et al., 2006). 

 

Une fois que P. aeruginosa a atteint l’épithélium respiratoire, le pathogène se lie à la cellule 

épithéliale par son flagelle et son pili à travers asialoGM1, CD14 et/ou CFTR. L’interaction du 

flagelle avec TLR5 active une entrée de Ca2+ dans la cellule hôte conduisant à une 

augmentation de la transcription du gène de l’IL-8. L’interaction du flagelle avec TLR5 et du 

LPS avec TLR4/MD2 conduit également à une augmentation de la transcription du gène de 

l’IL-8. 

 

Les récepteurs TLRs initient différentes voies de signalisation en recrutant différentes 

combinaisons de quatre molécules adaptatives distinctes : MyD88 (Myeloid differentiation 

primary-response protein 88), TIRAP (MAL), TRIF (TICAM1) et TRAM (Akira S et al., 



Introduction 

 42 

2004). Tous les TLRs activent des voies de signalisation aboutissant communément à 

l’activation de NFκB (Figure 16). 

 

 

 

Figure 16 : Voie de signalisation des TLRs 

(Takeda K et al., 2005) 

 

La voie de signalisation MyD88 est utilisée par tous les récepteurs TLRs excepté TLR3 ; la 

voie de signalisation TIRAP est utilisée par TLR2 et TLR4 ; la voie de signalisation TRIF est 

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

récepteur TLR4 (Kawai T et al., 2006). 

Parmi ces différents TLRs, TLR2, TLR4 et TLR5 jouent un rôle majeur dans la signalisation 

épithéliale en réponse à une infection pulmonaire par P. aeruginosa. 

 

Ci-après sont introduits les TLRs qui sont souvent associés à l’infection par P. aeruginosa : 

 

a- Récepteur TLR2 : 

TLR2 est présent à la surface apicale des cellules polarisées, il reconnaît une variété de 

composants microbiens incluant les lipoprotéines, les lipopeptides, l’acide lipotéichoïque des 

bactéries Gram négatif et Gram positif, le lipoarabinomannane des mycobactéries, les 
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modulines solubles dans le phénol du genre Staphylococcus ainsi que le flagelle de  

P. aeruginosa (Akira S et al, 2004). 

TLR2 forme un complexe avec asialoGM1 (asialoganglioside gangliotetrasylceramide) à la 

surface apicale des cellules épithéliales (Soong G et al., 2004). Des études ont montré que le 

pili de P. aeruginosa se lie à la partie apicale d’asialoGM1 exposée à la surface des cellules 

des voies aériennes. Le complexe asialoGM1-TLR2 active une cascade de signalisation 

(MyD88 → interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK) → TNF-receptor-associated 

factor 6 (TRAF6)) ainsi que la libération de Ca 2+ du réticulum endoplasmique (Chun J et al., 

2006). Le complexe TLR2-asialoGM1 initie la signalisation pro-inflammatoire en réponse 

aux contenus bactériens conduisant à l’activation du facteur nucléaire NF-қB et à la 

production de l’IL-8 (Soong G et al., 2004). 

L’expression de l’ARNm de TLR2 augmente dans les poumons suite à une infection par des 

bactéries Gram négatif et Gram positif.  

 

b- Récepteur TLR4 : 

TLR4 est un récepteur essentiel pour la reconnaissance du LPS par les cellules immunitaires. 

En effet, le LPS se fixe à la molécule LBP présente dans le sérum ; ce complexe LPS-LBP se 

fixe alors au récepteur membranaire CD14 (Cluster of Differentiation receptor 14). TLR4 

s’associe à la molécule MD2 pour reconnaître le complexe CD14-LPS-LBP (Nagai Y et al., 

2002). En absence de CD14, le complexe TLR4-MD2 est capable de faire la distinction entre 

le LPS rugueux et le LPS lisse. Le LPS rugueux se liant au complexe TLR4-MD2 initie un 

signal dépendant de la voie de signalisation MyD88. Par contre, le LPS lisse nécessite la 

présence de CD14 pour initier la signalisation (Jiang Z et al., 2005). 

TLR4 est capable d’initier deux voies de signalisations majeures, la voie MyD88 dépendante 

et la voie TRIF dépendante (MyD88 indépendante) (Akira S et al., 2004). Le rôle majeur de 

la voie de signalisation MyD88 dépendante est d’induire l’expression de cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-6, IL-12 et TNF-α alors que le rôle majeur de la voie de 

signalisation TRIF dépendante, nécessitant  le recrutement de TRAM et TRIF, est 

d’augmenter l’expression des molécules de co-stimulation ainsi que l’expression des IFNs de 

type I (Kawai T et al., 1999 ; Hoebe K et al., 2003). Toutefois, les deux voies de signalisation 

semblent coopérer afin d’augmenter l’expression des cytokines pro-inflammatoires (Kawai T 

et al., 2006). 
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La voie de signalisation MyD88 dépendante conduit à l’activation des protéines IRAK et 

TRAF6, l’activation finale de la voie de signalisation NF-қB et l’expression des cytokines 

pro-inflammatoires (Chen Z.J et al., 2005). 

c- Récepteur TLR5 : 

TLR5 est capable de reconnaître la flagelline, le composant majeur du flagelle bactérien 

(Smith KD et al, 2003). L’importance de TLR5 dans la médiation de la réponse pro-

inflammatoire contre le flagelle et dans la clairance de P. aeruginosa durant l’infection 

pulmonaire a été récemment démontrée in vivo en utilisant des souris déficientes en TLR5 

(Feuillet V et al, 2006). Bien que TLR5 soit exprimé au niveau des cellules épithéliales des 

voies aériennes, il n’est pas abondant à la surface apicale des cellules mais peut être recruté 

suite à une exposition au flagelle qui peut être reconnu aussi par asialoGM1/TLR2. 

L’interaction initiale entre le flagelle et TLR2-asialoGM1 est capable d’activer une réponse 

épithéliale qui entraine la transcription de TLR5 et sa mobilisation au niveau de la surface 

apicale où il est capable de médier une signalisation plus spécifique suite à l’interaction 

TLR5 - flagelle (Adamo R et al, 2004). 

 

II-2- Défenses immunitaires acquises du poumon : 

La capacité de reconnaitre spécifiquement tous les pathogènes et de conserver une mémoire 

immunitaire contre eux sont des caractéristiques de l’immunité adaptative, dite aussi 

spécifique ou acquise.  

L’inhalation d’un microorganisme étranger active les cellules dendritiques qui se 

différencient en cellules présentatrices d’antigènes. Celles-ci migrent ensuite depuis le site 

inflammatoire jusqu’aux organes lymphoïdes périphériques où elles présentent aux 

lymphocytes T les antigènes étrangers. Les lymphocytes ainsi activés prolifèrent dans les 

tissus lymphoïdes qui drainent l’ensemble des lymphocytes naïfs et les cellules présentatrices 

d’antigènes. Les lymphocytes se transforment en quelques heures en lymphoblastes activés. 

L’immunité acquise n’intervient qu’après un délai de quelques jours (quatre à cinq jours), 

temps nécessaire à l’expansion clonale d’un seul lymphocyte naïf (lymphoblaste) en 1000 

cellules filles identiques. Ces dernières se spécialisent ensuite en cellules effectrices 

mémoires. Une fois l’antigène éliminé, la plupart des cellules lymphocytaires meurent par 

apoptose. Toutefois, quelques-unes persistent et deviennent des cellules mémoires constituant 

la base de mémoire immunologique qui assure une protection immune durable. Grâce à ces 
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cellules mémoires, une réponse efficace apparaîtra plus rapidement lors d’un second contact 

avec le même antigène. 

 

III- Réponse inflammatoire : 

Quand les premières lignes de défense sont altérées, une réponse inflammatoire orchestrée est 

mise en place afin de protéger l’hôte contre l’agent envahisseur. Cette réponse est tributaire 

de la reconnaissance des bactéries ou de leurs produits par les cellules de la première ligne de 

défense. Elle consiste en la sécrétion de cytokines qui attirent et activent les neutrophiles au 

site infectieux. 

Les cytokines sont des protéines de poids moléculaire relativement faible (8 à 40 kDa) 

formées le plus souvent d’une seule chaîne polypeptidique et sont essentiellement impliquées 

dans l’inflammation et la réponse immunitaire (Dinarello C A ., 2000). Parmi les cytokines, 

on distingue les cytokines chimio-attractantes ou chimiokines qui constituent une famille de 

petites protéines, de masse molaire comprise entre 8 et 12 kDa. Elles possèdent la capacité de 

recruter et d’activer les cellules circulantes sur les sites inflammatoires et donc de jouer un 

rôle prépondérant au cours des processus inflammatoires (Zlotnik A et al, 2000). 

Il existe aujourd’hui plus de 44 chimiokines et 21 récepteurs de chimiokines décrits (Nelson 

PJ et al, 2001). La superfamille des chimiokines peut être divisée en 4 sous-familles (C, CC, 

CXC et CX3C), selon la position des 2 premiers résidus de cystéine compris dans un motif de 

4 Cystéines. Ces 2 cystéines peuvent être séparées par 1 ou 3 acides aminés (désignés par X) 

(Zlotnik A et al, 2000). 

Au cours du processus inflammatoire, les cytokines capables de promouvoir l’inflammation 

sont dites pro-inflammatoires par opposition aux cytokines limitant cette réaction qui sont 

dites anti-inflammatoires (Dinarello C A., 2000). La réaction inflammatoire est ainsi 

contrôlée par une balance relative entre les cytokines pro-inflammatoires et les cytokines 

anti-inflammatoires (Benelli R et al., 2006). 

Dans ce projet de thèse, nous nous intéressons spécifiquement aux cytokines TNF-α, MIP-2 

(macrophage inflammatory protein 2) et l’IL-6. Ces médiateurs pro-inflammatoires sont 

considérés comme les cytokines de la réponse précoce (early response cytokine). 
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III-1- TNF-α: 

Le facteur de nécrose des tumeurs alpha ou TNF-α joue un rôle important dans la défense de 

l’hôte contre les infections et les tumeurs. Il médie les réponses inflammatoires et 

immunitaires, déclenche l’expression locale des chimiokines et cytokines et favorise 

l’adhésion, l’extravasation, l’attraction et l’activation des leucocytes au site de l’infection 

(Ruddle N.H., 1992). 

De nombreuses cellules produisent le TNF-α. Les monocytes et les macrophages sont les 

principales sources de TNF-α (Takagi K et al., 2005), mais il est produit également par les 

cellules dendritiques, les lymphocytes T et B, les cellules natural killer (NK), les 

neutrophiles, les mastocytes et les fibroblastes (Bazzoni and Beutler., 1996). Le TNF-α 

apparaît comme un médiateur essentiel dans l’inflammation; il provoque une augmentation 

de la phagocytose par les neutrophiles et l’augmentation de l’expression des antigènes de 

classe I et de classe II sur différents types cellulaires (Mueller R.B et al., 2005). 

 

 

III-1- MIP-2: 

MIP-2 (Macrophage Inflammatory Protein-2) est une chimiokine ELR+ CXC majeure. Sa 

production est restreinte aux leucocytes inflammatoires incluant les neutrophiles et les 

monocytes. La production de MIP-2 au site inflammatoire augmente continuellement et 

atteint un pic entre 16 et 24 heures suite à une infection (Armstrong DA et al., 2004). MIP-2 

a été isolée pour la première fois à partir d’une lignée de macrophage murine (Raw 264.7) 

stimulée avec du LPS (Sherry B et al., 1992 ; Tekamp-Olson P et al., 1990). 

MIP-2 est un agent chimiotactique très puissant pour les neutrophiles (Ramos C.D et al., 

2006), il est capable aussi de causer une réaction inflammatoire localisée quand il est injecté 

par voie sous-cutanée dans les membres inférieures de souris ou de rats (Saukkonen K et al., 

1989). 

 

 

III-3- IL-6: 

L’interleukine-6 (IL-6) a été identifiée pour la première fois en 1986 comme un facteur de 

régulation des cellules B et elle est reconnue maintenant comme un médiateur à fonctions 

pléiotropes. L’IL-6 possède des effets sur la maturation et l’activation des cellules B et T, les 

macrophages, les chondrocytes et les cellules endothéliales. L’IL-6 est produite par de 
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nombreux types cellulaires comprenant des cellules immunitaires comme les monocytes, les 

macrophages et les lymphocytes B et T ainsi que des cellules non immunitaires comme les 

kératinocytes, les fibroblastes, et les cellules endothéliales (Nishimoto N., 1989). 

L’IL-6 est une cytokine qui induit la production de la plupart des protéines de l’inflammation 

aiguë (Gauldie J et al., 1987). En association avec son récepteur soluble. l’IL-6 dirige la 

transition de la phase aiguë vers la phase chronique de l’inflammation en modifiant la nature 

de l’infiltrat cellulaire (remplacement progressif des neutrophiles par les monocytes) 

(Kaplanski G et al., 2003). 
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 Chapitre 3 : Le polynucléaire neutrophile  

 

I- Description : 

Le polynucléaire neutrophile (PNN), communément appelé neutrophile, est un leucocyte 

appartenant au sous-groupe des granulocytes. Il est caractérisé par son noyau polylobé et la 

présence de nombreux granules cytoplasmiques (Figure 17). La dénomination « neutrophile » 

provient du fait que les granules de ce polynucléaire ont la propriété de fixer les colorants 

neutres, alors que les granules du polynucléaire éosinophile fixent l’éosine et que ceux du 

polynucléaire basophile fixent les colorants basiques. Les neutrophiles constituent la plus 

importante population leucocytaire du sang circulant (60-70% des leucocytes sanguins) et 

représentent les principales cellules phagocytaires dans la circulation sanguine. 

 

 

 

Figure 17 : Microscopie électronique d’un neutrophile humain 

(Segal A.W., 2005) 

Observation d’un neutrophile en microscopie électronique. L’encart montre le cytoplasme du 

neutrophile 20 secondes après la phagacytose d’une particule de latex opsonisée avec des IgG. 

(V : vacuole). Barre = 1µm. 
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II- Formation du neutrophile : hématopoïèse : 

Les neutrophiles sont issus de la différenciation et de la maturation de cellules souches 

pluripotentes de la moelle osseuse. Le développement et la maturation des granulocytes dans 

la moelle osseuse se produisent en deux phases : une phase mitotique et une phase non 

mitotique. Chacune d’elle dure approximativement une semaine.  

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

promyélocyte, puis en myélocyte. A ce stade de développement de la lignée myéloïde, la 

prolifération des cellules par mitose prend fin et les myélocytes se différencient en cellules 

non segmentées (band cells) puis en cellules segmentées dans lesquelles apparaît un noyau 

multilobé et enfin en polynucléaire neutrophile (Figure 18). Ce processus de différentiation 

est régulé par des facteurs de croissance hématopoïétique. Les neutrophiles passent par la 

suite dans la circulation sanguine, leur demi-vie est relativement courte : environ 12 heures.  

 

 

 

Figure 18 : Caractéristiques morphologiques du développement du 

neutrophile  
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III- Granules du neutrophile : 

Les neutrophiles contiennent quatre types de granules : les granules azurophiles (ou 

primaires), les granules spécifiques (ou secondaires), les granules gélatinases (ou tertiaires) et 

les vésicules sécrétoires. 

La formation de ces diverses granules est initiée au stade précoce promyélocytaire de 

différentiation du neutrophile dans la moelle osseuse. Elles sont classées en fonction de leur 

contenu protéique et leur capacité à être exocytées après l’activation du neutrophile par un 

stimulus inflammatoire, phagocytose ou par des microorganismes invasifs (Figure 19) (Pham 

CT, 2006). 

 

 

Figure 19 : Contenu des granules du neutrophile  

(Pham C T. N., 2006) 

 

Les granules azurophiles contribuent à la dégradation intracellulaire des microorganismes et à 

l’élimination du pathogène à l’intérieur du phagolysosome. Elles sont définies par leur haut 

contenu en myéloperoxydase (MPO), BPI (Bactericidal Permeability-Increasing Protein), 

défensines, l’azurocidine et les trois sérine-protéase : l’élastase du neutrophile (NE), la 

cathepsine G (CG) et la protéinase 3 (PR3) (Faurschou M, 2003). Ces sérine-protéase sont 

synthétisées sous forme de zymogènes et subissent une maturation par clivage protéolytique 

pour être stockées sous forme active dans les granules azurophiles. Les granules spécifiques 

sont dépourvus de peroxydase et sont concentrés en lactoferrine. Les granules gélatinases 

sont aussi dépourvus de peroxydase et contiennent de grandes quantités de gélatinase (d’où 
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leur nom) et peu de lactoferrine (Pham CT., 2006). Les granules ou vésicules sécrétoires 

contiennent l’albumine sérique et sont principalement des granules présentant un contenu 

protéique faible. Toutefois, elles fournissent  un réservoir de composants membranaire (Segal 

A W et al., 2005). 

 

IV- Fonctions du neutrophile en réponse à une infection : 

Les neutrophiles contribuent à la première ligne de défense de l’organisme contre tout 

pathogène (Nathan C, et al 2006). Quand une réponse inflammatoire est initiée, suite à des 

microorganismes infectieux, les neutrophiles sont les premières cellules immunitaires 

recrutées au site inflammatoire (Tamas laskay, et al., 2007). 

Les différentes étapes impliquées dans la clairance d’un pathogène par les neutrophiles font 

intervenir, la migration du neutrophile, la phagocytose du pathogène, la dégranulation et la 

destruction de l’agent infectieux. 

 

IV-1 Migration du neutrophile au site inflammatoire : 

Le processus d’extravasation des neutrophiles peut être divisé en trois étapes : le roulement, 

l’arrêt et l’adhésion ferme à l’endothélium vasculaire, et la migration trans-endothéliale 

(Wagner JG et al., 2000) (Figure 20). 

 

 

 

Figure 20 : Migration des neutrophiles 

(Guo RF and Ward P., 2002) 

La migration des neutrophiles se fait en 3 étapes: Roulement, adhésion ferme et migration trans-

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

L’initiation de la migration des neutrophiles commence par leur « capture » du sang 

périphérique et leur roulement tout au long de la paroi des vaisseaux. Ce processus implique 

l’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales via des liaisons réversibles, de faible 

affinité, et leur migration depuis le sang périphérique jusqu’au site infectieux.  

Ces liaisons mettent en jeu des molécules d’adhésion transmembranaires appelées sélectines 

(Albelda SM et al., 1994 ; Luscinskas FW et al., 1994). Les sélectines se localisent sur la 

plupart des cellules d’origine hématopoïétique et les cellules endothéliales du sang et de la 

lymphe. 

Les L-Selectines (Leukocyte Selectin) sont exclusivement exprimées par les neutrophiles 

(Spertini O et al., 1991). Les P-Selectines (Platelet Selectin) sont stockées dans les cellules 

endothéliales et les plaquettes et ne seront exprimées que suite à un stimulus inflammatoire 

(Malik A.B and Lo S.K., 1996). Les E-Selectin (Endothelial Cell Selectin) ne sont pas 

stockées dans les cellules endothéliales mais seule l’action des cytokines inflammatoire 

stimule la transcription des gènes correspondants (Scholz D et al., 1996). 

La coopération entre les L-Sélectines, responsables du roulement, à la surface des 

neutrophiles et les P-Sélectines, responsables de l’adhérence, exprimées à la surface des 

cellules endothéliales initie la migration trans-endothéliale des neutrophiles. 

 

IV-1-2 Adhésion ferme : 

L’initiation de la seconde étape de la migration des neutrophiles à savoir l’adhésion ferme 

met en place des interactions de forte affinité entre les intégrines activées à la surface des 

neutrophile et leurs ligands à la surface des cellules endothéliales (Williams MA et al., 1999). 

Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires hétérodimériques (une sous-unité α 

et une sous-unité β) exprimées par les cellules hématopoïétiques et les neutrophiles (Hynes 

RO, 1992). 

L’adhérence des neutrophiles à l’endothélium est réalisée par les β2-intégrines qui 

augmentent leur affinité et avidité pour leur ligand à la surface de l’endothélium. Cette 

interaction va stabiliser l’adhésion des neutrophiles sur l’endothélium, ils adhèrent alors 

fermement et s’arrêtent avant de franchir la barrière endothéliale 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 arrêt sur l’endothélium, les neutrophiles vont migrer à travers la paroi des 

vaisseaux vers le tissu. Les neutrophiles activés expriment en abondance des récepteurs de 

chimioattractants à leur surface et vont alors se déplacer dans le sens de ces chimioattractants. 

Les chimoattractants et les chimiokines des neutrophiles sont produits par une large variété 

de cellules incluant les macrophages, les monocytes, les lymphocytes, les plaquettes, les 

neutrophiles et les cellules parenchymateuses (Furie MB et al., 1995). 

Suite à des stimuli chimiotactiques, les neutrophiles expriment au moins cinq récepteurs. Des 

récepteurs uniques existent pour PAF (Platelet-activating factor) un phosphoglycéride acéylé 

dérivé des lipides des membranes cellulaires, C5a, des protéines du complément, LTB4 

(leukotrienne B4) et le peptide bactérien fMLP (Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine) 

(Wagner JG et al., 2000). 

 

IV-2 Phagocytose, dégranulation et élimination du pathogène : 

IV-2-1 Phagocytose : 

La phagocytose consiste en la reconnaissance, l’ingestion et la digestion de grosses molécules 

et de micro-organismes étrangers afin de limiter l’invasion du tissu sain (Savill J.S et al., 

1989). Le neutrophile possède deux types de récepteurs spécialisés dans la reconnaissance du 

pathogène préalablement opsonisé par des anticorps ou des fragments du complément.  

Les premiers récepteurs d’opsonines du neutrophile sont les récepteurs des fragments 

constants des immunoglobulines de type IgG (FcγR) qui reconnaissent les fragments 

constants libres des anticorps fixés par leur partie variable au corps étranger (Middelhoven P 

J et al., 1997). Les seconds récepteurs d’opsonine du neutrophile sont les récepteurs du 

complément (CR) qui se lient aux particules recouvertes de fragments du complément. Les 

principaux récepteurs phagocytaire chez le neutrophile humain sont les récepteurs FcγR de 

type II : FcγRIIA (CD32) et les récepteurs du complément CR3 alors que les récepteurs FcγR 

de type III : FcγR IIIB (CD16) et CR1 (CD35) jouent le rôle de co-récepteurs facilitant la 

fonction des premiers (Witko-Sarsat V et al., 2000). 

A la suite de la reconnaissance du corps étranger, les neutrophiles l’internalisent et amorcent 

divers mécanismes qui vont aboutir à la destruction des particules englobées. L’efficience 

antimicrobienne des neutrophiles humains dépend donc de deux évènements qui se 
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produisent au niveau du phagolysosome des neutrophiles stimulés : la génération d’espèces 

réactives d’oxygène (ROS) suite à l'activation de la NADPH oxydase et la déversion du 

contenu enzymatique et protéique des granules dans le phagolysosome (Witko-Sarsat V et 

al., 2000). 

 

IV-2-2 Dégranulation : 

La dégranulation est la libération du contenu des granules du neutrophile dans le 

phagolysosome ou dans le milieu extracellulaire. Il s’agit d’un événement clé de l’activité 

microbienne du neutrophile (Mocsai A et al., 1999). 

 

IV-2-3 Elimination du pathogène : 

Les phagolysosomes ont un rôle clé dans le processus microbicide parce qu’ils constituent un 

espace fermé dans lequel les microbes ingérés sont exposés à des substances toxiques, ce qui 

limite les dégâts tissulaires. La séquestration intracellulaire des microorganismes induit la 

fusion des granules du neutrophile avec le phagolysosome et le relargage des peptides 

antimicrobiens et des protéases des granules dans le phagolysosome. L’action de ces peptides 

et de ces protéases constitue le mécanisme non oxydatif de la fonction bactéricide du 

neutrophile. 

Le deuxième mécanisme de la fonction bactéricide du neutrophile appelé également 

mécanisme oxydatif active le système NADPH oxydase. Ce système génère de grandes 

quantités d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) qui sont libérées à l’intérieur du 

phagolysosome. L’activation du métabolisme oxydatif, connu sous le nom d’explosion 

respiratoire, implique en premier lieu la NADPH oxydase ; il s’agit d’un complexe 

enzymatique composé de protéines cytosoliques (p40phox, p47phox et p67phox) et de 

protéines membranaires (p22phox et gp91phox) constituant ainsi un hétérodimère connu sous 

le nom de cytochrome b558 (Babior B.M, 1999 ; Clark R.A, 1999). Lors de l’activation des 

neutrophiles, p47phox est phosphorylé et les composants cytosoliques migrent à la membrane 

plasmique où ils s’associent avec le cytochrome b558 pour former une oxydase active. Ce 

complexe enzymatique est donc capable de générer des anions superoxydes (O2 
- •) qui se 

convertissent en peroxyde d’hydrogène H2O2 (Babior, 1984 ; Nathan, 1987). Il y a trois 

intermédiaires dans la réduction de l’O2 en H2O2 : O2
- •, H2O2 et le radical hydroxyle (OH•). 

La génération des anions superoxydes par l’activation de la NADPH oxydase est le point de 

départ de la production d’un grand nombre d’oxydants réactifs comprenant les oxydants 
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halogénés générés à travers la signalisation MPO. La MPO (myéloperoxydase) est une 

protéine présente dans les granules azurophiles des neutrophiles et des monocytes. Cette 

enzyme est secrétée dans le phagolysosome ou dans l’espace extracellulaire suite à une 

activation cellulaire. La MPO amplifie le potentiel toxique de H2O2 en produisant des 

intermédiaires réactifs, principalement l’acide hypochloreux (HOCl), agent très toxique 

(Figure 21). 

 

 

 

Figure 21 : Schéma représentatif du mécanisme oxydatif et non oxydatif 

d’un neutrophile ayant phagocyté une bactérie 

(Mayer-Scholl A et al., 2004) 

 

Le mécanisme non oxydatif du neutrophile met en jeu le contenu des granules azurophiles, 

spécifiques et gélatinases contenant des sérine-protéase, des protéines et des peptides 

antimicrobiens ainsi que des enzymes. Le mécanisme oxydatif repose sur le complexe NADPH 

oxydase qui s’assemble à la membrane du phagolysosome et produit O2
- •qui se converti en 

H2O2. La MPO produit le HOCL à partir du H2O2. 
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V- Elastase du neutrophile (NE) : 

L’élastase (NE) comme la cathepsine G (CG) et la protéase 3 (PR3) sont principalement 

exprimées par le neutrophile. Ces trois enzymes appartiennent à la famille de sérine protéases 

et possèdent un fort degré d’homologie (au niveau de l’ADNc et des protéines) avec les 

granzymes des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et les chymases et tryptases des 

mastocytes. Les sérine-protéase humaines et murines contiennent, dans une triade catalytique 

bien conservée, l’histidine, l’acide aspartique et des résidus de sérine (Caughey G H et al., 

1993 ; Heusel J W et al., 1993). 

 

V-1 Le gène de la NE : 

Chez l’homme, le gène codant la NE est localisée sur le bras court du chromosome 19, il 

possède une taille de 4 Kb et est organisé en cinq exons et quatre introns (Takahashi H et al., 

1988). Chez la souris ce gène est localisé sur le chromosome 10, il possède une taille de 1,7 

Kb et est organisé aussi en 5 exons (similaires et identiques à ceux de l’homme) et 4 introns 

(Belaaouaj A et al., 1997) (Figure 22). 

Chez l’homme, le gène de la NE forme un cluster avec le gène codant la PR3 et l’azurocidine 

(AZU), une sérine protéase inactive qui possède des activités chimiotactiques et bactéricides. 

Contrairement à l’homme, la souris n’exprime pas l’azurocidine (Chertov O et al., 1997). 

 

 

 

Figure 22 : Organisation des gènes humains et murins de la NE 

 

A. Organisation en introns et exons du gène murin de la NE. 1, 2, 3, 4 et 5 représentent les 

exons (Belaaouaj A et al., 1997). B. Organisation du gène humain de la NE. 1, 2, 3, 4 et 5 

représentent des exons (Zimmer M et al., 1992). 

 

A. 

B. 
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V-2 La protéine NE : 

V-2-1 Synthèse et stockage: 

La NE est synthétisée sous forme d’un précurseur (zymogène) de 267 acides aminés et subit 

deux phases de maturation au cours de la différentiation du neutrophile pour être stockée sous 

forme active dans les granules azurophiles avec la CG et la PR3. Le niveau le plus élevé 

d’expression des ARNms codant la NE se situe au stade promyéolocytaire de la 

différenciation (Garwicz D et al., 2005). 

Peu après sa synthèse, la forme zymogène subit une phase de maturation puis d’adressage 

dans les granules azurophiles. La maturation de la proforme débute par un clivage du côté N-

terminal, libérant un peptide signal de 27 résidus. Il reste à cette extrémité une pro-séquence 

formée de 2 résidus qui est retirée par l’action de la dipeptidyl peptidase I (DPPI) appelée 

aussi cathepsine C (Adkison A.M et al., 2002). Le clivage de ces résidus n’est pas essentiel 

pour l’adressage de la NE au granule azurophile mais il est indispensable pour son activité 

enzymatique. La maturation de l’extremité N-terminale est essentielle au stockage optimal de 

la NE dans les granules azurophiles. En absence de DPPI, les proformes sont sécrétées de 

façon constitutive (Garwicz D et al., 2005) ou dégradées plus facilement comme cela a été 

montré pour la proforme de granzyme A (une sérine protéase secrétée par les lymphocytes T 

cytotoxiques) (Pham and Ley, 1999). La proforme subit ensuite le clivage d’une séquence à 

l’extrémité C-terminale de 19 résidus (Salvesen G and Enghid J.J, 1990) dont le 

dysfonctionnement peut affecter le transport des protéases du Golgi aux granules azurophiles 

(Horwitz M et al., 2004 ; Gullberg et al., 1995) (Figure 23).  

 

 
 

Figure 23 : Processus de maturation de la NE humaine 

(Korkmaz B et al., 2008) 
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Cette phase de maturation de la proforme de l’élastase révèle un site d’interaction avec une 

protéine particulière, l’AP3 (Adaptator Protein 3), qui permet le transfert de la protéase de 

l’appareil de Golgi aux granules azurophiles. Sans cette phase de maturation de l’extrémité 

C-terminale, l’interaction avec la protéine AP3 ne se fait pas et l’élastase est adressée à la 

membrane plasmique où elle occupe une position trans-membranaire (Benson K.F et al., 

2003) (Figure 24). 

 

 

Figure 24: Biologie des sérine-protéase du neutrophile  

(Pham C T. N., 2006) 

 

V-2-2 Caractéristiques biochimiques: 

La NE est stockée sous forme mature de 30 kDa (218 acides aminés) dans les granules et est 

libérée dans l’environnement extracellulaire avec les deux autres sérine-protéase lorsque le 

neutrophile est exposé à des stimuli inflammatoires. La structure de la forme mature est 

stabilisée par des ponts disulfures et comporte des motifs N-glycosidiques dont la nature 

variable permet la différenciation des trois isoformes de la NE (Watorek et al., 1993). 

L’abondance de résidus basiques par rapport aux résidus acides confère à la protéase un 

caractère fortement basique (pHi >9). 
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La NE est inactive dans les granules en raison du pH intragranulaire acide et du fait de son 

association à des protéoglycanes chargés négativement comme la serglycine (Niemann C.U 

et al, 2004 ; Reeves et al, 2002). Le pH plus élevé dans le milieu extracellulaire ou dans le 

phagolysosome ainsi que la dissociation des complexes par des mécanismes dépendant du 

flux K+ permettraient de révéler son activité protéolytique (Reeves E.Pet al., 2002). 

L’enzyme mature est une glycoprotéine extrêmement cationique avec un point isoélectrique 

très basique (pI 10-11) (Kortamaz B et al., 2008) (Figure 25). 

 

 

 

Figure 25 : Structure tridimensionnelle de l’élastase humaine du 

neutrophile  

(Korkmaz B et al., 2008). 

Les résidus de la triade catalytique apparaissent en jaune. 

 

V-3 Substrats de la NE : 

La NE est une enzyme puissante capable de dégrader différents substrats (Tableau III). 

L’activité enzymatique de cette protéase réside en sa triade catalytique His 57- Asp 102- Ser 195 

où la Serine représente le résidu nucléophilique (Belaaouaj A et al., 2002). 

L’enzyme digère différents substrats protéiques par clivage principalement de liaisons  

–Val-X-, -Ala-X-, -Leu-X-, et Met-X-. 

Plusieurs études, surtout in vitro, ont montré que la NE peut cibler les récepteurs 

membranaires, les médiateurs inflammatoires, les immunoglobulines, et les facteurs de 

coagulation.  

La NE dégrade également l’élastine, la fibronectine, la laminine, le collagène de type I et IV, 

les protéoglycanes, les récepteurs plaquettaire IIb/IIIa, les récepteurs du complément, la 
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thrombomoduline, les protéines du surfactant, les cadhérines ainsi qu’une variété de protéines 

plasmatiques (Havemann K and Gramse M, 1984 ; Cadren D et al., 1998 ; Ginzberg H.H et 

al., 2001; Abe H et al., 1994 ; Liou T.G et al., 1996). 

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

bactériens ainsi que les protéines de structure responsables du maintien de l’intégrité du 

pathogène envahisseur. 

 

 

Tableau III : Substrats de la NE 

 

Sérine protéase Substrats Références 

Elastine et autres composants 

de la matrice extracellulaire 

Bank U et al., 2001 

Protéines plasmatiques Allen D.H et al., 1995 

Taylor J.C et al., 1977 

Turkingston P.T et al., 1991 

Médiateurs Inflammatoires Bank U et al., 2001 

Protéines du Surfactant Hirche T.O et al., 2004 

OmpA chez E. coli Belaaouaj A et al., 2000 

OprF chez P. aeruginosa Hirche T.O et al., 2008 

Chimiokines :  

CCL3 Ryu O.H et al., 2005 

CCL23 Miao Z et al., 2007 

CXCL12 Rao R.M et al., 2004 

Cytokines :  

IL-6 Bank U et al., 2000 

IL-18 Robertson S.E et al., 2006 

Facteurs de croissance :  

TGF-β Lee K.Y et al., 2006 

Récepteurs :  

NE 

αIIβ3 integrin Si-Tahar M et al., 1997 
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CD14 Le-Barillec K et al., 1999 

CD43 Remold-O’Donnel E., & 

Parent, D., 1995 

CD87 Beaufort N et al., 2004 

CR1 Sadallah S et al., 1999 

CXCR4 Delgado MB et al., 2001 

PAR1 Renesto P et al., 1997 

PAR2 Dulon S et al., 2003 

TLR4 Devaney J. M et al., 2003 

TNFR Porteu F et al., 1991 

Molécules d’adhésion :  

Cadhérines E Mayerle J et al., 2005 

ICAM-I Champagne B et al., 1998 

VCAM-I Levesque J.P et al., 2001 

Molécules apoptotiques :  

NF-қB Preston G.A et al., 2002 

 

 

V-4 Rôle antimicrobien de la NE : 

La NE est directement impliquée dans le processus d’élimination des pathogènes par les 

neutrophiles. Suite à l’ingestion d’un microorganisme, la NE et d’autres constituants des 

granules du neutrophile sont relargués à l’intérieur du phagolysosome et entourent le 

microorganisme (Belaaouaj A et al., 2000). Cependant, peu d’études ont montré que la NE 

possède des activités antibactériennes. En effet, la NE peut lyser la paroi des bactéries tuées 

par la chaleur (Odeberg H et al., 1976). Aussi, et suite à l’utilisation de neutrophiles vivants 

ou des extraits de leurs granules, il a été montré que la NE participe à la digestion des 

bactéries phagocytées. Toutes ces études ne déterminent pas si la NE possède un effet 

bactéricide ou bactériostatique. Bien que les activités antibactériennes des molécules des 

granules du neutrophile aient été étudiées in vitro, les conditions expérimentales ne reflètent 

pas l’environnement du neutrophile et le milieu  in vivo. 
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Ainsi, des études utilisant les mutations génétiques ciblant la NE du neutrophile ont montré 

que les souris déficientes en NE (NE-/-) présentent des défenses immunitaires altérées contre 

les infections à Escherichia coli (E. coli) et Klebsiella pneumoniae (Belaaouaj et al., 1998).  

De plus, la NE contribue à l’activité antifongique du neutrophile contre Candida albicans et 

Aspergillus fumigatus (Reeves E.P et al., 2002 ; Tkalcevic J et al., 2000). 

La NE tue E. coli en dégradant la protéine A de sa membrane externe (OmpA) (Belaaouaj A 

et al, 2000) et clive la porine majeure F de la membrane externe chez P. aeruginosa (Hirche 

T.O et al., 2008). De plus la NE clive les facteurs de virulence des entérobactéries Salmonella 

enterica, Shigella flexneri et Yersinia enterocolitica (Weinrauch Y et al., 2002).  

La NE possède une activité bactéricide extracellulaire seule ou en association avec la CG et 

la PR3. L’association de ces sérine-protéase, excrétées dans le milieu extracellulaire, avec la 

chromatine du neutrophile forme les NETs (Neutrophil Extracellular Traps) capables de 

piéger les bactéries à Gram positif et les bactéries à Gram négatif (Brinkmann V et al., 2004 ; 

Brinkmann v & Zychlinsky A, 2007). Les NETs permettent ainsi aux neutrophiles de secréter 

de fortes concentrations de protéases, de dégrader les facteurs de virulence et de tuer les 

bactéries dans le milieu extracellulaire. 

 

V-5 Rôle de l’élastase dans la modulation de l’expression des 

cytokines et chimiokines : 

En plus de ses activités bactéricides, la NE possède des propriétés de régulation de la réponse 

inflammatoire locale. Elle peut moduler les fonctions biologiques telles que la signalisation 

cellulaire en agissant sur l’expression des cytokines et des chimiokines et en activant 

spécifiquement certains récepteurs cellulaires (Pham TN, 2006). 

Plusieurs études ont montré que les sérine-protéase du neutrophile (NSP) modifient 

protéolytiquement l’activité de différentes chimiokines et fournissent un mécanisme alternatif 

à la conversion des précurseurs des cytokines dans leur forme native.  

La CG et la NE modifient la prochemerine en chemerine active, un facteur chimiotactique, à 

travers le clivage de son peptide du côté C-terminal (Wittamer Vet al., 2005). La NE et la CG 

humaines clivent par un épissage alternatif CCL23 des deux côtés C et N terminaux, 

produisant une chimiokine CC pouvant engager, avec une haute affinité, deux récepteurs 

différents des chimiokines (Miao Z et al., 2007). 

En revanche, plusieurs études ont montré que le clivage protéolytique des chimiokines par les 

sérine-protéase peut résulter en une diminution de leur activité. En effet la CG digère CCL5 
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(connue aussi sous le nom de RANTES) en un peptide délétère de trois résidus N-terminaux 

et montrant une activité chimiotactique diminuée (Lim J.K et al., 2006). 

Il faut noter que l’ensemble de ces résultats découle des études in vitro. L’importance de ces 

observations en situations physiologiques et physiopathologiques reste à définir. 

 

V-6 Inhibiteurs physiologiques endogènes de la NE : 

L’ α1-protéinase inhibitor (α1-PI), le SLPI (Secretory Leucocyte Peptidase Inhibitor) et 

l’élafine sont des inhibiteurs physiologiques de la NE. Ils s’opposent à l’activité 

extracellulaire et excessive de l’enzyme (Fitch PM et al., 2006). 

Les inhibiteurs des sérine-protéase constituent un groupe de molécules pléiotropiques 

capables de limiter l’effet délétère des protéases de l’hôte ainsi que celui des pathogènes. 

L’ α1-PI est un inhibiteur systémique typique de plusieurs sérine-protéase incluant la PR3, la 

CG et cible principalement la NE. Cet inhibiteur inactive la NE en s’y attachant de façon 

covalente et permanente (Dobo J et al., 2004). Il inhibe approximativement 92% de la NE 

dans le sérum, le reste de l’inhibition est assuré par l’alpha2-macroglobuline (α2-M) qui est 

également un inhibiteur systémique. L’α2-M bloque en partie l’activité de la NE à travers une 

obstruction structurale d’une fraction protéique de la sérine protéase (Moore AR et al., 1999). 

Le SLPI inhibe principalement la NE via son extrémité C-terminale (Kido H et al., 1999). 

L’extremité N-terminale du SLPI est hautement cationique et possède une activité 

antimicrobienne directe capable de perturber la membrane cellulaire de P. aeruginosa, 

d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, le groupe A des 

Streptococcus, les champignons : Aspergillus fumigatus et Candida albicans (Williams S E et 

al., 2006). 

L’élafine inhibe les protéases à travers son domaine C-terminal, la NE est son substrat 

principal (Simpson AJ et al., 1999). L’élafine partage beaucoup de caractéristiques 

fonctionnelles avec le SLPI telle que l’activité antimicrobienne contre les bactéries à Gram 

négatif et les bactéries à Gram positif (Hiemstra PS et al., 1996). 

 

V-7 Effet délétère de la NE : 

En plus de sa fonction physiologique antimicrobienne, la NE est reconnue comme l’une des 

enzymes les plus destructives de l’organisme. Elle est capable d’échapper à la régulation des 

différents inhibiteurs de protéases au niveau du site inflammatoire et de causer par 

conséquent des lésions pulmonaires (Kawabata K et al., 2002). La NE joue un rôle important 
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dans la physiopathologie des lésions pulmonaires aiguës. Il existe une corrélation positive 

entre sa concentration, la sévérité de la maladie (Rocker G M et al., 1988), l’index 

respiratoire (Donnelly S C et al., 1995) et la défaillance du poumon (Tonz M et al., 1995). 

Les lésions pulmonaires aiguës résultent d’une infection de bactéries à Gram négatif. La 

forme la plus sévère du syndrome de détresse respiratoire chez l’adulte est une maladie très 

mortelle résistant à plusieurs thérapies. Les caractéristiques physiopathologiques de cette 

maladie incluent un œdème alvéolaire et interstitiel associé à une large infiltration de 

neutrophiles dans l’espace alvéolaire (Wiener-Kronish J.P et al., 1990). 

 

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

protéases endogènes : 

La fonction physiologique des inhibiteurs endogènes des sérine-protéase du neutrophile est 

d’empêcher la NE  d’induire des lésions tissulaires et d’endommager les poumons. Malgré ce 

mécanisme de contrôle au niveau du site inflammatoire, la NE est capable d’échapper à la 

régulation des antiprotéases selon différentes manières. D’abord, du fait de leur haut poids 

moléculaire, les inhibiteurs de protéases ne peuvent pas accéder au microenvironnement 

inflammatoire entre les neutrophiles et la NE. D’autre part, l’α1-PI peut être inactivé à travers 

l’oxydation de son centre catalytique (Méthionine en position 358) par les espèces réactives 

de l’oxygènes dérivées des neutrophiles activés (Matheson N.R et al., 1979). Il a été 

démontré que ce mécanisme inactive également l’α2-M et le SLPI (Weiss S.J et al., 1989 ; 

Kramps J.A et al., 1987). Enfin, le troisième mécanisme d’échapement de l’élastase consiste 

en la non efficacité « totale » des inhibiteurs endogènes contre la NE liée au tissu (Kawabata 

K et al., 1996) et à la surface des neutrophiles (Owen C.A et al., 1995). Ce dernier 

mécanisme est cependant contreversé. En effet, des travaux récents ont montré que l’α1-PI 

est capable d’inhiber la NE liée à la surface du neutrophile (Korkmaz B et al., 2005). En 

outre, il a été montré que les inhibiteurs endogènes de protéases de faibles poids moléculaires 

sont parfaitement efficaces contre la NE libre et liée au tissu. 

 

V-9 Génération de souris déficientes en l’élastase du neutrophile : 

Les souris déficientes en NE ou souris NE-/- ont été établies par mutagenèse dirigée 

(Belaaouaj A et al., 1998). 

La distribution génique du gène murin de la NE a été modifiée en créant une mutation qui 

remplace l’exon n°2 par l’ADNC de la néomycine phosphotransférase. Cet ADNC possède le 
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promoteur de la phosphoglycérate kinase (PGK-neo) comme marqueur de sélection du locus 

NE -/- (Figure 26). Les souris déficientes en l’élastase du neutrophile (NE-/-) ont été générées 

par transmission des clones de cellules embryonnaires (129/Sv) portant la mutation à la 

lignée germinale. 

 

 

Figure 26: Mutagenèse dirigée du gène murin de l’élastase  

(Belaaouaj A et al, 1998). 

 

La disponibilité de souris déficientes en NE est d’une importance majeure. En effet, 

l’exposition de ces souris à différents modèles inflammatoires et lésionnels mimant les 

pathologies humaines nous renseignera sur le rôle physiologique (articles 1 et 2 de la thèse) et 

la contribution de cette enzyme dans la genèse des processus inflammatoires et lésionnels 

(article en préparation). 
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La réponse innée à l'infection bactérienne est caractérisée par le recrutement et l'accumulation 

des polynucléaires neutrophiles (PNNs) dans le site infecté. C’est le cas par exemple des 

poumons infectés par Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) chez les patients atteints de 

pneumonies aigües. Il est admis aussi que la fonction majeure des PNNs est de tuer l'agent 

infectieux à l’intérieur du phagolysosome et de limiter l’inflammation que ce dernier 

provoque. Pour se faire, le PNN utilise différentes molécules antimicrobiennes telle que 

l’élastase du neutrophile (NE). Cependant, le rôle, le mécanisme antibactérien de la NE dans 

la lutte contre l'infection pulmonaire par P. aeruginosa et sa contribution à la modulation de la 

réaction inflammatoire n’ont pas été élucidés.  

 

Notre objectif principal dans ce travail est de caractériser le rôle de la NE dans la protection 

de l'hôte contre l'infection bactérienne à P. aeruginosa, d'appréhender son mécanisme 

antibactérien et d’étudier le mécanisme de son implication dans la régulation de 

l’inflammation à savoir la modulation de l’expression des chimiokines et cytokines pro-

inflammatoires. 

 

Dans la première partie de l’étude « in vivo », nous évaluons la survie des souris WT et NE-/- 

suite à une infection intra-nasale par P. aeruginosa, ainsi que la capacité des souris à éliminer 

le pathogène. Les fonctions antibactériennes des neutrophiles et le rôle bactéricide de la NE 

sont ensuite analysés. Enfin, nous identifions le mécanisme antibactérien de la NE. 

Pour cela, nous avons développé un modèle murin d’infection pulmonaire aigüe à  

P. aeruginosa. Les souris utilisées sont des souris sauvages (WT) et des souris déficientes en 

NE (NE-/- ) (Belaaouaj A et al., 1998). Les souches de P. aeruginosa utilisées sont 

respectivement la souche de référence H103 et le mutant isogénique déficient en OprF H636. 

 

Dans la deuxième partie de l’étude « in vitro » et « ex vivo », nous analysons d’abord 

l’expression des cytokines et chimiokines dans les LBA de souris WT et NE-/- infectées avec 

P. aeruginosa. Ensuite, nous déterminons le niveau de régulation de ces cytokines par la NE. 

Enfin, nous étudions l’effet de la NE sur la modulation de l’expression des cytokines pro-

inflammatoires et chimiokines chez les macrophages avant de déterminer le récepteur ciblé 

par la NE qui contribue à cette régulation. 

La lignée cellulaire utilisée sont des macrophages de souris : les J774. Ces cellules ont été 

développées dans le labortaoire de Jeffrey A Whitsett (Wikenheiser K A et al., 1993). 
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L’étude a également été réalisée sur des macrophages murins ex vivo. Ces macrophages sont 

issus du péritoine de souris préalablement injectées avec du thioglycolate (Gangloff S C et al., 

1999 ; Grandjean-Laquerriere A et al., 2007). Deux types de souris ont été utilisées dans notre 

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

fonctionnel (C3H/HeJ). 
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Azzaq Belaoaouaj 

 

3 T.O.H and R.B. contributed equally to this paper 

J Immunol. 2008 Oct 1 ; 181 (7) : 4945-54 



Résultats : Article 1 

 71 

L’élastase du neutrophile médie la protection de 

l’hôte contre Pseudomonas aeruginosa 
A la suite d’une infection pulmonaire par P. aeruginosa, les neutrophiles sont les premières 

cellules phagocytaires recrutées au site inflammatoire (Mizgerd J.P., 2008).  

Deux types de mécanismes sont alors mis en place par les neutrophiles pour éliminer les 

microorganimes pathogènes : un mécanisme oxydatif (Hampton M.B et al., 1998) et un 

mécanisme non oxydatif (Ganz T et al., 1999). Ces deux systèmes font intervenir différentes 

molécules contenues dans les granules du neutrophile.  

Parmi les molécules du système non oxydatif, on trouve notamment 3 sérine-protéase, à 

savoir la NE, la PR3 et la CG. Ces sérine-protéase agissent en altérant l’intégrité structurale 

des bactéries. La NE mature est une glycoprotéine cationique stockée dans les granules 

azurophiles du neutrophile à une concentration de l’ordre du millimolaire ce qui en fait un 

composant majeur des neutrophiles (Liou T et al., 1996). 

La NE est cruciale pour la défense de l’hôte contre les bactéries à Gram négatif. Elle peut 

activer ou générer des peptides antibactériens et/ou tuer directement les bactéries en agissant 

comme un antibiotique. Notre équipe a précédemment montré le rôle important de la NE dans 

la défense de l’hôte contre les bactéries à Gram négatif (Klebsiella pneumoniae et Escherichia 

coli). Curieusement, aucun effet de la NE sur les bactéries à Gram positif (Staphylococcus 

aureus) n’a été constaté (Belaaouaj A et al., 1998). Ces travaux montrent en effet que les 

souris déficientes en NE (NE-/-) sont plus susceptibles que les souris sauvages (WT) à une 

infection intrapéritonéale avec des bactéries à Gram négatif, tandis qu’aucune différence de 

susceptibilité n’est constatée avec des bactéries à Gram positif. Notre groupe a également 

démontré que pour éliminer efficacement Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, NE 

emploie son activité catalytique pour dégrader la protéine majeure A de la paroi externe 

(OmpA : Outer membrane protein A). OmpA joue un rôle très important dans le maintien de 

l’intégrité des bactéries (Belaaouaj A et al., 2000). Cependant, le rôle de la NE ainsi que sa 

contribution relative dans la lutte contre P. aeruginosa n’ont pas été définis. 

 

Dans cette étude nous avons tout d’abord développé un modèle murin d’infection pulmonaire 

aigüe avec P. aeruginosa afin d’analyser l’effet du pathogène sur la mortalité et la morbidité 

de deux génotypes de souris : les souris sauvages (WT) et les souris déficientes en NE  
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(NE-/-). Ensuite, nous avons analysé l’activité bactéricide directe de la NE et des neutrophiles 

WT et NE-/- sur P. aeruginosa. Nous avons également étudié l’activité protéolytique de cette 

enzyme sur les protéines membranaires externes de P. aeruginosa et sur OprF et enfin, nous 

avons fait appel à des techniques de protéomiques (l’électrophorèse 2D et la spectrométrie de 

masse) afin de déterminer la cible de la NE chez P. aeruginosa. 
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Cette étude nous a permis de démontrer les points suivants : 

 

(1) Les souris NE-/- présentent un taux de mortalité et de morbidité supérieur à celui des 

souris WT suite à une infection intra-nasale par la souche H103 du pathogène  

P. aeruginosa. 

(2)  La NE est dotée d’une activité bactéricide directe contre P. aeruginosa ceci a été 

monté en utilisant la souche de laboratoire H103 ainsi que deux souches cliniques 

isolées chez des patients atteints de pneumonies. 

(3) L’activité antibactérienne des neutrophiles déficients en NE est atténuée 

comparativement à celle observée avec des neutrophiles sauvages. 

(4)  La NE cible P. aeruginosa en dégradant sa protéine membranaire majeure F (OprF). 

Cette dégradation est dépendante du temps et de la concentration en NE. 

(5) La souche de P. aeruginosa déficiente en OprF (OprF-/-) n’est pas létale pour les 

souris WT et NE-/-. 

 

L’ensemble des ces résultats démontre pour la première fois, le rôle important de la NE 

dans la protection de l’hôte contre les infections respiratoires à P. aeruginosa.  

L’étude du mécanisme antibactérien de la NE nous a permis de montrer que l’enzyme 

dégrade la protéine membranaire majeure F (OprF) de P. aeruginosa, porine qui joue un 

rôle important dans le maintien de l’intégrité structurale de cette bactérie et dans la 

reconnaissance et l’activation du système immunitaire de l’hôte. 
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L’élastase du neutrophile module l’expression des 

cytokines dans le cas des infections pulmonaires à 

Pseudomonas aeruginosa 

 

La réponse immunitaire innée est une réaction physiologique permettant à l’hôte de se 

protéger contre les agents infectieux. Cette réaction est caractérisée par l’expression de 

médiateurs inflammatoires qui assurent le recrutement de cellules immunitaires au site de 

l’infection afin d’éradiquer l’agent pathogène. Dans le cas d’infections pulmonaires 

bactériennes, l’interaction de l’agent envahisseur avec les cellules hôtes résulte en une 

cascade de signalisation aboutissant à la production de chimiokines et cytokines capables 

d’activer les cellules immunitaires. Ainsi, les neutrophiles sont les premières cellules 

immunitaires recrutées au site de l’infection. Ces cellules sont des phagocytes efficaces 

capables d’éliminer le pathogène grâce à leur activité bactéricide qui repose sur deux 

systèmes : un système oxydatif et un système non oxydatif (Hampton M.B et al., 1998 ; Ganz 

T et al., 1999). 

Le système non oxydatif du neutrophile repose sur l’activité de ses trois sérine-protéase : la 

CG, la PR3 et la NE. L’activité de ces enzymes antimicrobienne est dûe à la triade 

catalytique : His-Asp-Ser où la Serine est le résidu actif (Bode W et al., 1989). 

La NE, une glycoprotéine cationique, est stockée dans les granules azurophiles du neutrophile 

à des concentrations excédants le taux du millimolaire (Liou T.G et al., 1995). Les études 

menées sur les souris déficientes en NE (NE-/-) ont permis de montrer que cette enzyme 

contribue à la protection de l’hôte contre les infections microbiennes. En effet, suite à une 

infection, les neutrophiles relarguent les sérine-protéase, entre autre la NE, à l’intérieur du 

phagolysosome afin d’éliminer le pathogène. La NE dégrade les protéines de la membrane 

externe de la bactérie, protéines nécessaires au maintient de l’intégrité bactérienne (Belaaouaj 

A et al., 2000 ; Hirche T.O et al., 2008). La NE est capable également d’atténuer le pouvoir 

pathogène des bactéries en ciblant leurs facteurs de virulence (Weinrauch Y et al., 2002 ; 

Lopez-bado Y.S et al., 2004). 

L’infection microbienne est associée avec une sécrétion de la NE active. Cette sérine protéase 

a été considérée depuis longtemps comme une enzyme destructive et néfaste au tissu 

inflammatoire dans le cas d’infection à P. aeruginosa. Cet effet destructeur est la conséquence 
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de l’échappement de la NE à ses inhibiteurs physiologiques. Cependant, on a montré 

récemment que la NE contribue considérablement à l’activité bactéricide du neutrophile 

contre P. aeruginosa et ainsi à la protection de l’hôte contre cette bactérie dans un modèle 

clinique d’infection pulmonaire aigüe. La NE dégrade la protéine majeure OprF de la 

membrane externe de P. aeruginosa conduisant à une perte de la structure bactérienne et à la 

mort du pathogène.  

Le rôle de la NE dans la défense de l’hôte contre P. aeruginosa semble être plus complexe 

qu’une simple dégradation des protéines structurales de la bactérie, d’où notre intérêt au rôle 

inflammatoire de la NE dans les infections pulmonaires à P. aeruginosa (Hirche T.O et al., 

2008). 

En utilisant les souris NE -/-, dans un modèle clinique de pneumonie à P. aeruginosa, nous 

avons montré que l’enzyme contribue à la régulation de l’inflammation pulmonaire causée par 

le pathogène P. aeruginosa. Nos résultats indiquent que la déficience en NE est associée à 

une diminution à un niveau protéique et transcriptionnel des cytokines pro-inflammatoires 

TNF-α, MIP-2 et l’IL-6 au niveau des poumons. L’importance de la NE dans la régulation de 

l’expression des cytokines a été confirmée suite à l’exposition des macrophages (lignée 

cellulaire et macrophages ex vivo) à cette enzyme. 

L’ensemble de ces résultats montrent pour la première fois que la NE ne cible pas uniquement 

les bactéries et leurs facteurs de virulence mais possède également la capacité de réguler la 

réaction inflammatoire associée.  
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ABSTRACT 

There is accumulating evidence that microbial challenge is associated with the extracellular 

release of free active NE. As a result of its potent soluble and insoluble substrate-degrading 

capacity, NE has been always considered as “a prime suspect” in P. aeruginosa-associated 

inflammatory and tissue-destructive diseases. However, we provided recently compelling 

evidence that NE contributes considerably to neutrophil-mediated host protection in a  

P. aeruginosa pneumonia model. Interestingly, a number of studies about the extracellular 

functions of NE in inflamed situations suggest that the enzyme’s role in host defense against 

P. aeruginosa might be more complex than simple killing of bacteria. Using NE-deficient 

mice in a clinically relevant mouse model of P. aeruginosa pneumonia, we demonstrate that 

the enzyme contributes to the regulation of lung inflammation triggered by this pathogen. Our 

data indicate that the absence of NE was associated with decreased protein and transcript 

levels of pro-inflammatory cytokines TNF-α, MIP-2 and IL-6 in the lung. The importance of 

NE-mediated regulation of cytokine expression was further confirmed following exposure of 

macrophages (cell line-derived or peritoneum-elicited macrophages) to NE. Taken together, 

these studies show for the first time that NE not only targets bacteria and/or their virulence 

factors (inside or outside the PMN) in the setting of lung infection, but the extracellular 

enzyme has the capacity to regulate the associated inflammation. As such, strategies aimed at 

inhibiting NE in tissue-destructive diseases (e.g., in the setting of P. aeruginosa lung 

infection) should take into account the enzyme’s regulatory role of inflammation.       
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INTRODUCTION  

 

Innate immune response is a physiological reaction of the host to protect itself from insulting 

agents such as invading pathogens. This complex and dynamic process relies in part on the 

coordinated expression of inflammatory mediators and recruitment of immune cells with the 

ultimate goal to rid the host of pathogens and resolve the associated inflammation. 

 

In the setting of respiratory bacterial infections (e.g., bacterial pneumonia), interaction of 

invading microbes with host cell receptors (e.g., toll-like receptor (TLR)), results in a cascade 

of signalling events and production of chemokines/cytokines, which call in and/or activate 

immune cells (1). In this regard, the predominance of polymorphonuclear neutrophils (PMNs) 

at the site of infection represents a characteristic feature of innate immune response especially 

when the first lines of host defense are breached (2). PMNs are efficient phagocytes whose 

main function is thought to be the clearance of bacteria. The cells are equipped with a myriad 

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

 

Regarding the non oxidative system, we and others have identified the PMN specific serine 

protease, neutrophil elastase (NE), as a key antimicrobial enzyme (5,6). Like its family 

members cathepsin G (CG) and proteinase 3 (PR3), NE catalytic activity relies on the His57-

Asp102-Ser195 triad (chymotrypsin numbering system) where Ser represents the active residue 

(7). NE, a cationic glycoprotein, is stored in readily active form in neutrophil primary 

granules at concentrations exceeding millimolar range making it a major component of 

neutrophils (8). Gene targeting of NE in mice revealed that the enzyme contributes 

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

PMNs discharge rapidly NE inside the phagolysosome to combat bacteria (9). In determining 
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NE-mediated defense against Gram-negative bacteria, we found that the enzyme degrades the 

major outer membrane proteins (omps), structural proteins localized on the cell wall (9,10). 

NE has also the capacity to attenuate the pathogenicity of invading microbes by targeting their 

virulence factors (11,12).  

 

There is accumulating evidence that microbial challenge is associated with the extracellular 

release of free active NE (13,14). As a result of its potent soluble and insoluble substrate-

degrading capacity, NE has been always considered as “a prime suspect” in P. aeruginosa-

associated tissue- inflammatory and destructive diseases. In support of this, the traditional 

thinking is that NE surpasses the lung’s inhibitory shield to block the enzyme. However, we 

provided recently compelling evidence that NE contributes considerably to neutrophil-

mediated host protection in a P. aeruginosa pneumonia model (10). Interestingly, a number of 

studies about the extracellular functions of NE in inflamed situations (15) suggest that the 

enzyme’s role in host defense against P. aeruginosa might be more complex than simple 

killing of bacteria. Altogether, these observations prompted us to investigate the role of 

extracellular NE in P. aeruginosa infection-associated lung inflammation.     

 

Using NE-deficient mice in a clinically relevant mouse model of P. aeruginosa pneumonia, 

we demonstrate that the enzyme contributes to the regulation of lung inflammation triggered 

by this pathogen. Our data indicate that the absence of NE was associated with decreased 

protein and transcript levels of pro-inflammatory cytokines TNF-α, MIP-2 and IL-6 in the 

lung. The importance of NE-mediated regulation of cytokine expression was further 

confirmed following exposure of macrophages (cell line-derived or primary macrophages) to 

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

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

Reagents. Purified NE and elastin were obtained from Elastin Products Company (EPC, 

Owensville, MO).  NE activity was determined spectrophotometrically using the specific 

chromogenic substrate N-methoxysuccinyl-Al-Al-Pro-Val-pNA (EPC) according to the 

manufacturers recommendations. Recombinant human secretory leukocyte protease inhibitor 

(SLPI) was purchased from R&D Systems (Minneapolis, MI).  Pseudomonas aeruginosa LPS 

was purchased from Sigma-Aldrich. RPMI-1640 medium, DMEM medium, foetal bovine 

serum (FBS), penicillin, streptomycin, PBS was obtained from Gibco (Invitrogen SARL, 

Cergy Pontoise, France). Pentobarbital sodique were obtained from CEVA Santé Animale. 

Primers for Semi-quantitative and Real time RT-PCR were purchased from Operon 

Biotechnologies (Cologne, Germany). SYBR green for real time RT-PCR was obtained from 

Invitrogen. All other chemicals were reagent grade and purchased from Sigma-Aldrich, unless 

otherwise stated. 

 

Mice. NE-deficient (NE-/-) mice were generated by targeted mutagenesis as previously 

described (5). NE-/- mice and their wild-type (WT) littermates and C3H/HeJ (TLR4-/-) and 

control C3H/HeN mice (Harlan Laboratories) were used in this study. Of note, C3H/HeJ mice 

have a naturally non responsive TLR4. Mice were sex and age (8-10 weeks) matched and 

maintained in the animal barrier facility with a 12-h light/dark cycle and provided with water 

and food ad libitum. Animal handling and procedures were approved by the Animal Studies 

Committee at our institution. 

 

Bacteria and intranasal infection. Pseudomonas aeruginosa H103 was kindly provided by 

Dr. Hancock (Vancouver, BC, Canada). An overnight bacterial culture (1 ml) were grown in 

Luria Bertani broth (10 ml) at 37°C to late exponential phase (3h). Bacteria were washed 
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twice with PBS (pH 7.4) and the optical density (OD) of the cultures determined at 600 nm (1 

OD 600 nm 
  1 X 109 bacteria/ml). 

NE-/- and WT mice (n = 20 mice/genotype) were anesthetized by intraperitoneal (i.p) injection 

of ketamine hydrochloride (75 mg/kg) and medotomidine hydrochloride (1 mg/kg). Next, 

mice were challenged intranasally (i.n) with 50µl sterile saline buffer (PBS) alone or 

containing P. aeruginosa H103 (107 CFUs/per mouse) (10). Mice were sacrificed at 

designated time points (4, 12 and 24h post-infection) and their lungs lavaged in situ using 1 

ml of PBS, pH 7.4, cycled three times (16). Identical recoveries of lavage (700 ml/mouse) 

were obtained for each of the experimental groups. Both bronchoalveolar lavage fluids (BAL) 

and recovered lungs were processed for analysis as described below. 

 

Lung histology and BAL cell counts. Mouse lungs were processed for histology 24h post-

challenge (17).  Briefly, the lungs were inflated with 10% buffered formalin at a constant 

pressure of 25 cm H2O for 15 min.  Next, the lungs were excised, immersion-fixed with 10% 

buffered formalin for 24-48h, dehydrated, embedded in paraffin, and cut into 5 µm sections.  

Serial lung tissue sections were processed, stained with hematoxylin and eosin (H&E), and 

examined by light microscopy.  Cell counts from BAL fluids were immediately performed by 

hemacytometer. For differential counts, cells were cytospun, Wright stained and identified 

using standard morphological criteria. The remaining BAL samples were centrifuged for 10 

min at 4˚C and supernatants were snap-frozen and stored at -80oC until use. 

 

Cell cultures. Mouse macrophage derived from the cell line J774 were seeded on a 24 well 

plate (ATGC Biotechnologies SA, Marne-la-Vallée, France) at 1 x 105 cells/well and grown 

for three days to confluence at 37°C in 5% CO2 in DMEM medium supplemented with 1% 

foetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin (18). In separate experiments, 
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macrophages were attracted to the peritonea of C3H/HeJ (TLR4-/-) and control C3H/HeN 

mice following intraperitoneal (i.p.) injection with 3 ml of 3% Brewer thioglycolate broth 

(Difco Laboratries, Detroit) (19). Four days later, mice were sacrificed. Cells were harvested 

by lavaging the peritoneal cavities with 10 ml of RPMI-1640 (Invitrogen, Cergy-Pontoise, 

France), washed twice in RPMI-1640 and resuspended in the medium supplemented with 1% 

autologous serum. Macrophages represented > 95% of the cell population and > 98% were 

viable as judged by differential counting and trypan blue dye exclusion respectively. Cells 

were seeded on a 24 well tissue culture plate at 5 x 105 cells/well, incubated for 4h at 37°C in 

5% CO2 to allow macrophages to adhere and then, washed twice with 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 and cultured for 1h with serum-free 

corresponding medium. In dose response and time course experiments, cells were treated with 

various concentrations of NE (100, 300, 500 nM) for one hour, washed twice with 1 ml PBS 

and cultured at 37°C in 5% CO2 in fresh complemented medium for different periods of time 

(0, 1, 2, 4, 12, and 24h). To ensure maximal removal of NE, culture media was tested against 

NE specific substrate (20). In some experiments, NE was preincubated with SLPI for 5 min at 

37°C prior to addition to cells.  Controls included cells cultured in the absence of NE. Under 

these experimental conditions, over 90% of the cells were alive, as judged by morphologic 

criteria and trypan blue dye exclusion.    

 

Custom mouse cytokine antibody array. Determination of cytokines levels in cell-free BAL 

fluids of WT et NE-/- mice at time points 12h and 24h (n=4/genotype/time point) was 

performed using custom mouse cytokine antibody microarray according to the manufacturer’s 
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instructions (Ray Biotech, Tebu-Bio, Le Perray-en-Yvelines, France) (21). Briefly, equal 

volumes of cell-free BAL fluids (400 µl) were added to antibody-coated membranes and 

detection of immunoreactive cytokine was carried out following incubation of the membranes 

with streptavidin–horseradish peroxidase biotinylated-antibody complex and visualisation by 

enhanced chemiluminescence. Images were obtained with a ChemiDoc XRS imaging system 

(Bio-Rad). Densitometric analysis was performed on captured images using Quantity One 1-

D analysis Software (version 4.5.2) (Bio-Rad). Spots of interest were normalized to an 

internal control after subtraction of representative background sample. 

 

Bio-Plex cytokine assay. Equal volumes of cell-free BAL fluids (50 µl) were processed to 

determine cytokine concentrations of TNF-α, MIP-2, and IL-6 using a multiplex bead-based 

immunoassay kit (Bio-Rad). Cytokine assays were performed as described by the 

manufacturer’s protocol. Each reaction in the kit was performed in triplicate with the 

experiment repeated three times. 

 

Immunoblotting . NE antigen was detected by Western blotting (17).  Briefly, cell-free BAL 

fluids (10 µl) were resolved by SDS-PAGE under reducing conditions and transferred to 

PVDF membranes (Millipore Corp., Bedford, Massachusetts, USA).  The membranes were 

sequentially incubated with rabbit polyclonal antibody to mouse NE (dilution, (dilution, 

1:2,000) followed by goat anti-rabbit horseradish peroxidase.  Immunoreactive fragments 

were visualized by enhanced chemiluminescence (ECL, Amersham Biosciences, Piscataway, 

New Jersey, USA).   

 

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

cell-free BAL fluids (10 µl) were electrophoresed under non-reducing conditions at 4°C on 
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12% SDS-PAGE gels containing 1 mg/ml elastin.  Following electrophoresis, gels were 

soaked in 2.5% Triton X-100 for 30 min, rinsed briefly, and incubated at 37°C for 48 h in 50 

mM Tris HCl (pH 8.2), containing 5 mM CaCl2.  The gels were then stained with Coomassie 

blue and destained in 5% acetic acid and 10% methanol.  Active NE appears as a transparent 

lysis band at ∼30 kDa.  NE activity in cell-free BAL fluids was further confirmed using 

conventional chromogenic peptide assays as described above. 

 

RNA extraction and Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). Total 

RNA isolation was performed using MasterPureTM RNA Purification kit as described by the 

manufacturer’s protocol (Epicentre, Biotechnologies) (12). Briefly, mouse lung tissues (half 

lobe) and cells pellets were lysed and RNA was extracted. Purified RNA was resuspended in 

RNase inhibitor-containing TE Buffer. RNA concentration and purity were determined by 

spectrophotometry (A260/A280 ratio). Integrity of RNA samples was verified by 

electrophoresis on 2% agarose gels and visualization under UV light .  

The pro-inflammatory cytokine expression was determined by RT-PCR. Total RNA (1 µg) 

samples were reverse-transcribed using (Invitrogen Life Technologies). Next, cDNAs were 

amplified by PCR using specific primers (40 cycles starting with DNA denaturation for 2min 

at 94°C; each cycle corresponded to denaturation for 15s at 94°C, primer annealing at 60°C 

for 30s and extension at 72°C for 30s). Levels of cytokine mRNA transcipts were normalized 

to the internal control 28 S mRNA. RT-PCR products were analyzed by electrophoresis on 

1.2 % agarose gels and quantified by densitometry using Quantity One Software (Bio-Rad).  

Forward and reverse primers for TNF-α, MIP-2, IL-6, and 28 S were designed as follows:  

TNF-α forward : 5’-GGG-ACA-GTG-ACC-TGG-ACT-GT-3’; TNF-α 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’; Il-6 forward : 5’- 



Résultats : Article 2 

 97 

GAT-GCT-ACC-AAA-CTG-GAG-ATA-AAT-C -3’; Il-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 reverse: 5’-CGT-CTA-GAC-TTT-CTC-CGT-TTA-CTT-GC -3’.  

  

Real time RT-PCR. Briefly, total RNA was reverse-transcribed into cDNA using 

SuperScript First strand Synthesis System (Invitrogen Life Technologies). Next, real-time 

PCR amplification was performed on the ABI PRISM™ 7500 Sequence Detection System 

(PE Applied Biosystems) using SYBR® Green PCR Master Mix (PE Applied Biosystems). 

PCR amplification conditions were as follows: initial DNA denaturation for 5 min at 94°C, 

primer annealing at 60°C for 1 min and extension at 72°C for 1 min for a total 40 cycles. Data 

analysis was performed with the SDS Software (Applied Biosystems).  

Forward and reverse primers for TNF-α, MIP-2, IL-6, and 28 S were designed as follows:  

TNF-α forward : 5’-GGC-AGG-TTC-TGT-CCC-TTT-CA-3’; TNF-α 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’; Il-6 

forward : 5’- CAA-CCA-CGG-CCT-TCC-CTA-CT A -3’; Il-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 expressed as mean±SD.  Where 

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

Statistical significance was assumed at a predefined level of α< 0.05.   
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RESULTS 

 

Neutrophils migrate normally and independently of NE in response to P. aeruginosa 

lung infection. WT and NE-/- mice were intranasally challenged with 107 CFUs of P. 

aeruginosa H103 (representing ~ the LD50 for WT mice, 10) and sacrificed 4, 12 and 24h 

post-infection. By 6h post-infection, NE -/- mice exhibited signs of severe distress, which 

were less obvious in WT mice. No death was recorded in WT and NE-/- mice at time points 4 

and 12 h. However, over 60 % of NE -/- mice, but none of WT mice, died by 24h. These data 

corroborate those of our recent studies (10) further confirming the relative importance of NE 

in host defense against P. aeruginosa lung infection. Lung tissues and BAL fluids obtained 

from saline-instilled WT and NE-/- mice had normal histology and resident cells (data not 

shown). Analysis of lung tissue sections of the surviving mice 24h post-infection showed 

similar patchy cellular infiltrates in WT and NE-/- mice (Fig. 1A). While there was a sharp 

increase of the cellularity in infected WT and NE-/- BAL fluids in function of time, cell 

counts were comparable in both genotypes at all time points post-challenge (4, 12, and 24h) 

(Fig. 1B). Morphologic analysis of BAL cytospins revealed the predominance of neutrophils 

in both types of BAL fluids (Fig. 1C). Together, these data demonstrate that NE did not 

impair neutrophil recruitment to inflamed sites in the 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 fluids corresponding to designated 

time points post-challenge were subjected to Western blotting using anti-mouse NE antibody. 

NE antigen was detected as early as 12h (Fig 1D). In parallel experiments, analysis of the 

same cell-free BAL samples by elastin zymography revealed the presence of active NE in 
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cell-free BAL fluids as early as 12h  as well suggesting the presence of unopposed and active 

neutrophil-derived NE within the alveolar spaces (Fig.  1E).  The presence of free active NE 

following challenge with bacteria, but not saline, was further confirmed by incubation of cell-

free BAL fluids with synthetic NE specific substrate (data not shown). Of note, there was no 

evidence of active NE in BAL fluids derived from saline-treated or infected NE-/- mice (data 

not shown, Fig. 1E, lanes 4, 6, 8). 

 

Decreased levels of secreted TNF-αααα, MIP-2 and IL-6 in infected cell-free BALs in the 

absence of NE. Bacterial lung infection is accompanied with extracellular release of 

cytokines by local cells including resident alveolar macrophages, which participate to the 

recruitment and activation of neutrophils. Among the early cytokine responders are TNF-α, 

MIP-2 and IL-6. In a series of in vitro studies, NE has been shown to target various 

inflammatory mediators (15). Accordingly, we aimed to determine the effect of free active NE 

on TNF-α, MIP-2 and IL-6 in our pneumonia model. Equal volumes of infected WT and NE-/- 

BAL fluids corresponding to 12h and 24h post-challenge were analyzed using a custom-

designed mouse cytokine antibody microarray. Semi-quantitative analysis found marked 

decrease of protein levels of TNF-α, MIP-2, and IL-6 in NE-/- BAL fluids compared to those 

of WT BAL fluids at 12h post-infection, which was maintained up to 24h post-infection (Fig. 

2A and data not shown). Densitometry analyses further confirmed that the observed 

differences in cytokine levels between the genotypes were significant (Fig. 2B). While these 

levels potentially increase in response to P. aeruginosa infection at 4h, the emphasis of our 

studies was on the impact of free active NE on secreted TNF-α, MIP-2, and IL-6. Since we 

detected NE as early as 12h, we therefore focused on the time points 12h and/or 24h post-

infection. Of note, the levels of TNF-α, MIP-2, and IL-6 were insignificant in saline-exposed 

WT and NE-/- BAL fluids and their values were substracted from those of infected BALs .   
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Next, we employed the multiplex approach to quantitatively compare the levels of TNF-α, 

MIP-2, and IL-6 in both WT and NE-/- BAL fluids. Levels of TNF-α, MIP-2, and IL-6 were 

considerably different among genotypes in that protein concentrations of TNF-α, MIP-2, and 

IL-6 were significantly lower in NE-/- BALs by comparison to WT BALs at 12h and 24h 

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

 

Decreased TNF-αααα, MIP-2 and IL-6 mRNA in infected lungs in the absence of NE. The 

decreased levels of TNF-α, MIP-2 and IL-6 could be attributed to protein degradation, which 

is highly unlikely or transcription modulation of these mediators involving NE. To test the 

latter hypothesis, mRNA expression of TNF-α, MIP-2 and IL-6 was examined. Whole lung 

tissues of WT and NE-/- mice 12h and 24h were processed for RT-PCR analysis. As shown in 

figure 4, gel micrographs and densitometry histograms demonstrate that levels of mRNAs 

encoding for TNF-α, MIP-2, and IL-6 were lower in NE-/- lungs compared to WT lungs at 

time point 12h, which were sustained up to 24h (Fig. 4A and B and data not shown). Of note, 

unchallenged or saline-instilled WT and NE-/- mice had no detectable TNF-α, MIP-2 and IL-

6 transcripts. Taken together, these data strongly suggest a role for NE in regulating the 

transcription of the mediators TNF-α, MIP-2 and IL-6. 

 

Purified NE increases mRNA expression of TNF-αααα, MIP-2 and IL-6 in a macrophage 

cell line. In our studies, we focused on macrophages because these cells play a key role in 

initiating and/or amplifying lung inflammation and are known producers of TNF-α, MIP-2 

and IL-6 following bacterial infection. To begin to understand the regulatory role of NE, the 

murine macrophage cell line J774 was used to investigate the effect of purified NE on mRNA 

expression of TNF-α, MIP-2 and IL-6. Expression of the mediators was determined by real 

time RT-PCR as described in materials and methods. We determined NE concentration and 
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incubation time post-NE treatment that generated maximal expression of the mediators. Dose 

response experiments found that exposure of the cells to NE at 500 nM for 1h followed by 4h 

incubation after removal of NE resulted in maximal mRNA expression of the mediators (Fig. 

5A). Next, time post-NE treatment course experiments (0, 1, 2, 4, 12, and 24h) using NE at 

500 nM revealed that maximal expression of the mediators was reached by 4h (data not 

shown). Overall, by comparison to untreated cells, exposure of J774 cells to NE at 500 nM for 

1h followed by 4h culture post-NE treatment led to 2.2, 3, and 3.1 fold increase of TNF-α, 

MIP-2 and IL-6 mRNA transcripts respectively (Fig. 5B). As expected and in accordance with 

our reports, pre-incubation of NE with the physiologic inhibitor SLPI abrogated the enzyme’s 

activity (data not shown and 17,20). These results suggest that active NE has a direct inducing 

effect on macrophages to express mRNA of TNF-α, MIP-2 and IL-6 in vitro. 

 

NE-mediated upregulation of TNF-αααα, MIP-2 and IL-6 by macrophages involves in part 

TLR4. We next sought to determine whether NE mediates similar impact on primary 

macrophages.  Macrophages were isolated from the peritoneum of WT mice. Using similar 

experimental conditions as above, incubation of the cells with NE resulted in significantly 

increased expression of TNF-α, MIP-2 and IL-6 by 2.2, 2.6, and 1.6 fold respectively by 

comparison to untreated cells (Fig. 6). Of note, Il-6 expression was less impressive in primary 

macrophages than cell line-derived macrophages suggesting perhaps differences in Il-6 

related intracellular signalling events between the two types of cells. 

In recent years, work by Devaney et al. reported the implication of Toll-like receptor 4 (TLR-

4) in NE-induced expression of IL-8 in human bronchial epithelial cells in vitro (22). Given 

that macrophages also express TLR-4, we assessed the role of this receptor in NE-mediated 

expression of the mediators of interest. In parallel experiments with WT macrophages, we 

incubated NE with equivalent numbers of peritoneal macrophages isolated from mice with 
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non-fonctionnal TLR-4 (TLR4-/-). Analyses of real time RT-PCR data showed a drastic 

decrease of TNF-α, MIP-2 and IL-6 mRNA expression by TLR4-/- macrophages when 

compared to WT macrophages (Fig. 6). Thus, the findings indicate that NE-mediated 

upregulation of TNF-α, MIP-2 and IL-6 expression by macrophages involves in part TLR-4. 
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DISCUSSION 

 

We have demonstrated that neutrophil elastase (NE) has the capacity to induce the expression 

of the pro-inflammatory cytokines TNF-α, MIP-2, and Il-6 both in vivo and in vitro. Using a 

model of bacterial pneumonia, NE-deficient mouse lungs showed considerably decreased 

protein levels of these mediators correlating with decreased expression of their corresponding 

transcripts. Exposure of macrophages (cell line or peritoneum-derived cells) to  NE resulted in 

enhanced expression of TNF-α, MIP-2, and Il-6. Together, these findings provide compelling 

evidence that NE contributes to the regulation of inflammation at least in the setting of P. 

aeruginosa lung infection. 

 

In normal states, the cell population of bronchoalveolar lavage (BAL) is composed most 

exclusively of alveolar macrophages. Following infection, PMNs migrate rapidly from the 

systemic circulation into infected tissues in response to various inflammatory stimuli 

including microbial-derived compounds and released mediators by activated alveolar 

macrophages. In accordance with previously published reports (4,5,16), we confirmed that the 

absence of NE impaired neither neutrophil migration in response to P. aeruginosa infection 

nor the cell density of alveolar macrophages, a cell type important for bacterial lung clearance 

(23). We also show that over time, neutrophil influx was accompanied with gradual increase 

of free active NE in mouse WT lungs. This finding  is of considerable biological importance 

given the presence of various physiological NE inhibitors  such as SLPI and Alpha-1 

antitrypsin (24). 

 

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

infections. Alveolar macrophages play a prominent role in lung immunity by initiating 
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inflammatory and immune responses (25). In the setting of bacterial infection, these cells are 

capable of generating a variety of mediators that orchestrate an effective response against 

offending pathogens (26). TNF-α, MIP-2 and Il-6, known as an early-response cytokine, are 

produced by many types of cells, but alveolar macrophages are the potent sources of these 

mediators. There is a large body of evidence that these mediators are expressed following 

recognition of the invading pathogens by local cells particularly alveolar macrophages. And 

considerable evidence exists that these molecules play critical roles in mediating the lung 

neutrophilic inflammatory response to bacteria, a characteristic feature of our P. aeruginosa 

pneumonia model (27). In recent years, it has become increasingly clear that neutrophil serine 

proteases including NE have an important regulatory role in the local inflammatory response 

(15). However, the in vivo evidence  and underlying mechanism(s) of such regulation are still 

obscure. In this work, we sought to determine whether NE regulates the expression of the 

cytokines , TNF-α, MIP-2 and Il-6 in P. aeruginosa-triggered lung inflammation. Analysis of 

protein and mRNA transcript of the mediators TNF-α, MIP-2, and Il-6 found increased levels 

in cell-free BALs and whole lung tissues derived from P. aeruginosa-infected WT mice by 

comparison to NE-/- mice. These findings suggest a role for NE in the activation of local cells 

to produce these mediators. In support of our in vivo data, exposure of cell line- or 

peritoneum-derived macrophages to purified active NE, in the concentration range of 0.5 µM, 

was sufficient to induce mRNA expression of TNF-α, MIP-2, and Il-6.  

 

NE concentration used in these studies is below its physiological value, which has been 

reported to exceed the micromolar range (28,29). Of note, these estimates do not take into 

account possible evanescent quantum bursts of pericellular NE activity, local 

microenvironment, or the half life of NE in tissues, which might increase the effective 

concentration of the enzyme (30). Regarding the local microenvironment, because NE can be 
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inhibited by physiological pulmonary NE inhibitors at least in vitro it is likely that NE-

mediated upregulation of TNF-α, MIP-2, and Il-6 expression is limited to situations of acute 

inflammation or infection in vivo.  In fact, the increased expression of these mediators  in 

vivo will be determined by the balance of active NE and NE inhibitors within specific 

microenvironment of the lung.  However, consistent with our findings, lung injury or 

microbial challenge can be associated with the massive recruitment of neutrophils and 

extracellular release of free, active NE at inflamed milieu (31).  As we have previously shown 

NE, both on the PMN cell surface and in the extracellular space, can accumulate in close 

spatial proximity to local cells at sites of active inflammation (18). All together, these 

observations suggest that unchecked NE could encounter and activate alveolar macrophages 

to mount a host defense response. A series of in vitro studies have also shown that NE is 

capable of activating various types of immune and non-immune cells testifying of the large 

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

 

Various regulatory mechanisms of inflammation mediated by neutrophil serine proteases 

including NE, based mostly on in vitro studies, have been proposed. Proteolytic modifications 

of cytokines and/or chemokines consisting of N- or C-terminal processing increases or 

decreases these latter’s biologic activities (e.g., recruitment/activation of leukocytes) (34). 

Other in vitro studies reported degradation of cytokines by these proteases (35). Proteolytic 

targeting of specific host cell receptors has been shown to modulate also the release of 

chemokines and cytokines (36). Whether these processes take place in inflammatory 

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

vitro studies reported neutrophil serine protease-mediated changes of secreted cytokine 

proteins, only few studies have shown that NE induces Il-8 gene expression in human 

bronchial epithelial cell line (37). In a fellow-up study, it was reported that active NE 
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targets/processes TLR-4 by as yet unknown mechanism leading to intracellular signaling 

events and upregulation of Il-8 by these cells (22). These findings led us to examine NE effect 

on the expression of TNF-α, MIP-2, and Il-6 by macrophages bearing non functional TLR-4 . 

In our hands, incubation of peritoneum-derived macrophages with NE resulted in significant 

increase of these mediators in WT cells by comparison to mutant cells. While these data 

reinforce the hypothesis of NE/TLR-4 interplay, the in vivo evidence of NE interaction with 

TLR-4 alone or complexed with CD14 and/or MD2 and the ensuing signaling events remain 

to be determined. Of interest, activated neutrophils release NE and two other related serine 

proteases cathepsin G and proteinase 3, which are all stored in neutrophil primary granules. 

The relative contribution of NE, PR3 and CG to upregulate inflammation particularly the 

expression of TNF-α, MIP-2 and Il-6 will be best determined once mice deficient in all three 

proteases are available. Efforts to generate triple NE/CG/PR3 mutant mice are underway. 

 

As mentionned earlier, we have reported recently that NE-deficient mice are susceptible to P. 

aeruginosa lung infection. Collectively, the findings of this work clearly demonstrate that NE 

mediates the upregulation of inflammation triggered by P. aeruginosa. That NE deficiency is 

associated with decreased levels of the pro-inflammatory mediators TNF-α, MIP-2, and Il-6 

adds new insights on the role of NE during the complex host-pathogen interaction : 1/NE has 

a dual role in host defense against P. aeruginosa lung infection. The enzyme is required for 

maximal neutrophil killing of bacteria but also upregulates extracellularly mediators that 

recruit and/or activate neutrophils;  2/ neutrophils migrate normally in response to P. 

aeruginosa despite decreased levels of these mediators suggesting the complex diversity of 

bacteria- or host-derived chemotactic molecules ; and 3/ extracellular NE has a beneficial role 

in host defense against bacterial infection. In conclusion, unopposed active NE is anticipated 

in any neutrophil-rich inflammatory milieu and our in vivo data point to a physiologic role for 
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the enzyme. As such, strategies aimed at inhibiting NE in tissue-destructive diseases (e.g., in 

the setting of P. aeruginosa lung infection) should take into account the enzyme’s regulatory 

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 at 24h post- P. 

aeruginosa lung infection showed patchy neutrophil infiltrates, which was similar in both WT 

and NE-/- genotypes (arrowheads, X40 and X200). B, Total leukocyte counts in BAL fluids 

of NE-/- and WT mice in response to P. aeruginosa intranasal challenge at time points 4, 12, 

and 24h. C, Representative cytospin micrograph from infected NE-/- BAL fluids at 24h 

(X200).  Cytospin analyses revealed similar predominance of cellular infiltrates by 

neutrophils in both infected NE-/- and WT mouse lungs. D, Equal volumes of cell-free WT 

and NE-/- BALs (10 µl) were resolved by SDS-PAGE and processed for Western blotting 

using a specific anti-mouse NE antibody. Note that NE was detected as early as 12h pots-

infection. E, Active NE appears as a transparent lysis band at ~30 kD in purified NE (lane 1).  

Active NE is detected as a single lysis band in cell-free BAL fluids of P. aeruginosa-

challenged WT mice at 12h and 24h (lanes 5 and 7).  No lysis band (thus, no activity) was 

detected in cell-free BAL fluids from NE-/- mice (lanes 6 and 8).  Molecular mass standards 

are shown on the left. 

 

Figure 2. Examination of secreted levels of TNF-αααα, MIP-2, and IL-6 in infected cell-free 

BALs. A, Representative spot blots of cytokine antibody array analysis of infected WT and 

NE-/- cell-free BALs showing decreased protein levels of secreted TNF-α, MIP-2, and IL-6 

in the absence of NE. B, Densitometric analysis confirms decreased levels of the mediators of 

interest. Shown are representative histograms of individual mediators. Data represent the 

mean±SD of four values. Of note, level values of the mediators corresponding to saline-BAL 

fluids were substracted from those of infected BALs. Experiments were repeated three times 

(∗, p<0.05 for differences between genotypes).    
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Figure 3. Quantitative analysis of secreted levels of TNF-αααα, MIP-2, and IL-6 in infected 

cell-free BALs. Concentrations of protein levels of secreted TNF-α, MIP-2, and IL-6 were 

estimated in WT and NE-/- cell-free BALs derived from infected mice in figure 2 using 

multiplex bead-based immunoassay. Shown are representative histograms of individual 

mediators. Data represent the mean±SD of four values. Of note, level values of the mediators 

corresponding to saline-BAL fluids were substracted from those of infected BALs. 

Experiments were repeated three times (∗, p<0.05 for differences between genotypes).      

 

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

A, Expression of TNF-α, MIP-2, and IL-6 in whole lung tissues at 12h post-infection was 

analyzed by RT-PCR using 28S as an internal control. Amplified products were resolved on 

agarose gel and stained with ethidium bromide. The size of the amplified products for TNF-α, 

MIP-2, IL-6, and 28 S were 110, 248, 268, and 212 bp respectively. Shown are representative 

gel images of amplified cDNAs corresponding to individual mediators. Note the decreased 

expression level of the mediators in infected NE-/- lung tissues by comparison to infected WT 

lung tissues. Densitometric analysis confirms decreased levels of the mediators of interest. Of 

note, no amplified products of the mediators in saline-WT or NE-/- whole lungs were 

detected. Shown are representative histograms of individual mediators. Data represent the 

mean±SD of four values. Experiments were repeated three times (∗, p<0.05 for differences 

between genotypes). 

 

Figure 5. Effect of NE on the expression of TNF-αααα, MIP-2, and IL-6 mRNA by J774 

macrophages. A, Confluent cell line-derived J774 macrophages were left untreated or treated 

with varying concentrations of purified NE (0, 100, 300 or 500 nM) for 1h and cultured for 4h 
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as described in Material and Methods. Cells were collected and processed for RNA extraction 

and real time RT-PCR using primers specific for each cytokine and GAPDH as an internal 

control. Shown are representative histograms corresponding to TNF-α expression data only. 

Note TNF-α reached maximal expression with NE at 500 nM. B, Shown are representative 

histograms corresponding to data of maximal expression of TNF-α, MIP-2, and IL-6 with NE 

at 500 nM. Data represent the mean±SD of three values. Experiments were repeated three 

times (∗, p<0.05 for differences between NE-treated and untreated samples). Results are 

expressed as fold increase of expression of the mediators in NE-treated cells  by comparison 

to untreated cells. 

 

Figure 6. Effect of NE on the expression of TNF-αααα, MIP-2, and IL-6 mRNA by murine 

primary WT and TLR-/- macrophages. Confluent peritoneal macrophages derived from 

C3H/HeJ (TLR4-/-) and control C3H/HeN mice were left untreated or treated with purified NE 

at 500 nM for 1h and cultured for 4h as described in Material and Methods. Cells were 

collected and processed for RNA extraction and real time RT-PCR as described above. 

Shown are representative histograms corresponding to data of expression of TNF-α, MIP-2, 

and IL-6 with NE at 500 nM. Data represent the mean±SD of three values. Note while both 

cell types express TNF-α, MIP-2, and IL-6, TLR-/- macrophages exhibit significantly 

decreased expression of the mediators. Experiments were repeated three times (∗, p<0.05 for 

differences between NE-treated and untreated samples). Results are expressed as fold increase 

of expression of the mediators in NE-treated cells by comparison 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 6
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Cette étude nous a permis de démontrer que : 

 

(1)  suite à une infection intra-nasale par P. aeruginosa, de deux groupes de souris WT et 

NE -/-, le recrutement des neutrophiles au site infectieux n’est pas altéré à 4, 12 et 24 

heures post-infection. 

 

(2)  la concentration des médiateurs inflammatoires au niveau des lavages broncho-

alvéolaires de souris NE -/- est diminuée par rapport à celle des souris WT. Le taux 

protéique des médiateurs inflammatoires TNF-α, MIP-2 et l’Il-6 est faible en l’absence 

de la NE à 12 heures après l’infection. 

 

(3)  La NE régule les médiateurs inflammatoires TNF-α, MIP-2 et l’Il-6 à un niveau 

transcriptionnel. 

 

(4)  La NE stimule la sécrétion des médiateurs TNF-α, MIP-2 et l’Il-6  dans une lignée de 

macrophage alvéolaire murine ainsi que chez des macrophages murins ex vivo. 

 

(5)  l’induction de l’expression des cytokines par la NE implique au moins le récepteur 

cellulaire TLR4. 

 

En conclusion, l’ensemble de ces résultats suggère le rôle de la NE dans la modulation de 

réponse inflammatoire suite à une infection pulmonaire par P. aeruginosa. La NE stimule 

l’expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-α, MIP-2 et l’Il-6 au moins par 

l’intermédiaire du récepteur cellulaire TLR4. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion et Discussion et Discussion et Discussion et 
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Dans les infections pulmonaires à P. aeruginosa, la NE a été reconnue depuis 

longtemps comme une enzyme à effet délétère pour l’épithélium respiratoire. Cette sérine 

protéase possède un large spectre d’action et est capable de dégrader la matrice extracellulaire 

et causer des lésions pulmonaires. 

 

Les principaux objectifs de ce travail de thèse étaient d’étudier le rôle « bénéfique » de 

la NE dans les infections pulmonaires à P. aeruginosa. 

 

La première étude a concerné l’analyse du rôle de la NE dans les infections 

pulmonaires à P. aeruginosa. Nous avons montré pour la première fois que la NE possède un 

rôle protecteur contre l’infection à P. aeruginosa.  

En utilisant un modèle clinique de pneumonie aigüe, nous avons démontré que les souris 

déficientes en NE (NE-/-) sont plus susceptibles à l’infection par P. aeruginosa que les souris 

WT. Ensuite, en analysant la capacité des souris à éliminer P. aeruginosa, nous avons montré 

que les souris NE-/- sont moins capables d’éliminer le pathogène que les souris WT. Ainsi, NE 

joue un rôle important dans la protection de l’hôte contre l’infection à P. aeruginosa. 

En réponse à une infection à P. aeruginosa, la réaction inflammatoire aigüe est 

caractérisée par la migration des neutrophiles depuis les capillaires pulmonaires jusqu’à 

l’espace alvéolaire. Contrairement à d’autres études qui ont proposé le rôle de la NE dans la 

migration des neutrophiles, l’absence de l’enzyme n’altère pas le recrutement des neutrophiles 

au site de l’infection dans notre modèle murin de pneumonie aigüe. Ces résultats sont en 

accord avec de précédents travaux démontrant la non implication de la NE dans la migration 

des neutrophiles dans le cas de différents modèles d’infections induits par différents 

pathogènes (Belaaouaj A et al., 1998 ; Tkalcevic J et al., 2000 ; Hirche T.O et al., 2004). 

Parallèlement, la densité des macrophages alvéolaires, cellules immunitaires importantes à la 

clairance bactérienne au niveau des poumons, n’était pas affecté par la déficience en NE. 

La fonction majeure des neutrophiles au niveau du site inflammatoire est la clairance 

des bactéries envahissantes. La comparaison des fonctions antibactériennes des neutrophiles 

WT et NE-/- contre P. aeruginosa indique que les fonctions de phagocytose et d’explosion 

respiratoire n’ont pas été altérées chez les neutrophiles NE-/-. Cependant, et bien que le 

nombre de bactéries viables diminue en la présence des neutrophiles WT et NE-/-, l’activité 

bactéricide des neutrophiles NE-/- est diminuée par rapport à celle des neutrophiles WT. Ce 

défaut dans la fonction bactéricide a été attribué à l’absence de la NE.  
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Dans le but de déterminer le mécanisme par lequel NE cible P. aeruginosa, nous 

avons observé qu’une exposition directe du pathogène à la NE résulte en une perte de sa 

morphologie avec une désorganisation membranaire et une augmentation de la perméabilité 

indiquant que l’enzyme cible des protéines essentielles à la conservation de l’intégrité de  

P. aeruginosa. Les protéines de la membrane externe de P. aeruginosa comprennent une 

porine : OprF qui représente 15% de la fraction protéique de P. aeruginosa (2 * 105 copies / 

bactérie) ce qui en fait un composant majeur de ce pathogène (Woodruff W.A et al., 1986). 

OprF est associée au peptidoglycane sous-jacent et contribue à la stabilisation de la membrane 

externe. La dégradation d’OprF par la NE peut ainsi expliquer l’altération de l’intégrité du 

pathogène observée et la mort conséquente de P. aeruginosa.  

Un travail récent a montré que P. aeruginosa se lie à l’IFNγ de l’hôte à travers OprF 

résultant en l’activation du système quorum-sensing et l’activation de l’expression des gènes 

de virulence (Wu L et al., 2005). Ces résultats suggèrent donc qu’en dégradant OprF, la NE 

diminue la capacité de P. aeruginosa à activer le système immunitaire de l’hôte et à avoir une 

pathogénie efficace. Il a été démontré également que la NE cible la flagelline, un composant 

majeure du flagelle, et empêche sa transcription par un mécanisme non défini jusqu’à ce jour 

(Lopez-Boado Y.S et al., 2004 ; Sonawane A et al., 2006). L’ensemble de ces résultats 

mettent en évidence la capacité de la NE à tuer P. aeruginosa et à anéantir sa virulence. La 

dégradation d’OprF par la NE peut également accentuer la mort de P. aeruginosa à travers 

d’autres mécanismes. En effet, les produits de dégradation d’OprF peuvent être toxiques à P. 

aeruginosa. Aussi, en dégradant OprF la NE peut diffuser à l’intérieur de P. aeruginosa et 

dégrader des protéines importantes à la survie de la bactérie. Enfin, la dégradation d’OprF 

médiée par la NE altère la perméabilité membranaire du pathogène, ouvrant ainsi la voie à 

d’autres molécules antibactériennes du neutrophile à altérer le pathogène et à causer sa mort. 

Une étude de la structure primaire d’OprF a révélée plusieurs sites de clivage de la NE dont 

quelque uns localisées à la surface de la bactérie (Rawling E.G et al., 1995). Nous avons 

confirmé cette dégradation d’OprF par la NE en incubant des neutrophiles avec la membrane 

externe de P. aeruginosa ou en incubant les bactéries vivantes avec la NE. L’ensemble des 

ces résultats suggèrent que la NE, libre ou associée au neutrophile, est capable de dégrader 

OprF. Il faut noter aussi, que les concentrations de la NE utilisées dans ce travail sont 

inférieures aux concentrations physiologiques de l’enzyme qui dépassent le taux du 

millimolaire.  

La NE est capable égalament de cibler OprF à l’intérieur du phagolysosome où la 

bactérie est piégée. En effet, il a été montré que la NE entoure la bactérie ingérée à l’intérieur 
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du phagolysosome et dégrade ses facteurs de virulence (Weinrauch Y.d et al., 2002). 

Parallèlement, la dégradation d’OprF par la NE extracellulaire du neutrophile, libérée par 

dégranulation, peut se produire à l’extérieur du phagolysosome. La NE extracellulaire 

s’associe avec des structures chromatiniennes et forme les NETs qui sont capables de capturer 

et cibler les pathogènes et/ou leurs facteurs de virulence (Brinkmann U.V et al., 2004). 

Sachant que la phagocytose est la fonction antibactérienne majeure des neutrophiles, 

l’importance relative de la NE extracellulaire, seule ou associée aux NETs dans la défense de 

l’hôte contre P. aeruginosa reste à déterminer. Il faut noter égalemnt que la dégradation 

extracellulaire d’OprF in vivo est déterminée par la balance entre la NE active et ses 

inhibiteurs physiologiques. 

En se basant sur les résultats de l’inhibition de la NE, il semblerait que la PR3 contribue à la 

dégradation d’OprF étant donné que le SLPI n’inhibe pas cette sérine protéase et que la CG ne 

dégrade pas OprF. Une étude récente a montré que la CG n’est pas nécessaire à la protection 

de l’hôte contre P. aeruginosa dans un modèle d’infection endobronchique à Pseudomonas 

(Sedor J et al., 2007). Toutefois la contribution de la PR3 dans l’élimination du pathogène et 

la protection de l’hôte reste indéfinie. La génération de souris déficientes en les trois sérine-

protéase est donc nécessaire et nous informera quant à la contribution relative de chaque 

sérine protéase dans la protection de l’hôte contre P. aeruginosa. 

Nos résultats démontrant la dégradation d’OprF par la NE dans le cas d’isolats  

P. aeruginosa issus de patients atteints de pneumonies sont d’une importance majeure et 

renforcent l’hypothèse que la NE est importante à l’activité bactéricide des neutrophiles en 

ciblant les protéines de la membrane externe des bactéries Gram négatif. Ainsi OprF peut 

représenter une cible dans l’établissement d’une stratégie thérapeutique contre P. aeruginosa. 

Cependant et sachant que P. aeruginosa change son phénotype afin de s’adapter dans les 

différents environnements, il est nécessaire de mener des études supplémentaires sur des 

souches de P. aeruginosa issus de diverses infections dans le but de déterminer s’il existe une 

corrélation entre la susceptibilité de ces souches à la NE et l’expression d’OprF. 

Les résultats de cette première étude nous ont permis de mettre en évidence et pour la 

première fois le rôle protecteur de la NE dans un modèle murin d’infection pulmonaire à  

P. aeruginosa.  

 

La seconde étude a concerné l’analyse de l’implication de la NE dans la modulation de 

l’expression des cytokines pro-inflammatoires. Nous avons montré que la NE possède la 

capacité d’augmenter l’expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-α, MIP-2 et l’IL-6 
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in vivo et in vitro. En utilisant un modèle de pneumonie aigüe à P. aeruginosa, l’analyse des 

poumons des souris NE-/- a révélé une diminution de l’expression de ces médiateurs, à un 

niveau protéique ainsi qu’à un niveau transcriptionnel, par rapport aux souris WT. Egalement, 

le traitement d’une lignée de macrophages murins et de macrophages ex vivo par la NE résulte 

en l’augmentation de la transcription de TNF-α, MIP-2 et l’IL-6. Ces résultats suggèrent que 

la NE contribue à la régulation de l’inflammation dans les infections pulmonaires à  

P. aeruginosa. 

La population cellulaire des LBA, recueillis après infection, se compose majoritairement de 

neutrophiles ayant migré depuis la circulation systémique jusqu’au site infectieux en réponse 

à divers stimuli inflammatoires (tels que les composants bactériens et les médiateurs secrétés 

par les macrophages alvéolaires activés). Nous avons confirmé que le déficit en NE n’altère 

pas la densité cellulaire des macrophages alvéolaires ainsi que la migration des neutrophiles 

au site inflammatoire en réponse à une infection pulmonaire par P. aeruginosa. On a 

également montré que l’activité enzymatique de la NE active au niveau des poumons des 

souris WT augmente graduellement en fonction du temps (4, 12 et 24 heures).  

La production locale de cytokines est un mécanisme de défense innée en réponse à une 

infection bactérienne. Les macrophages alvéolaires jouent un rôle important dans la défense 

immunitaire pulmonaire en initiant la réponse inflammatoire (Underhill D.M et al., 2002). 

Dans le cas d’infection bactérienne, ces cellules secrètent une variété de médiateurs 

nécessaires à une réponse inflammatoire efficace contre les pathogènes bactériens (Marriott 

H.M et al., 2007). TNF-α, MIP-2 et l’IL-6 sont produits par divers types cellulaires et en 

particulier par les macrophages alvéolaires, et sont secrétés suite à la reconnaissance des 

pathogènes. Ces cytokines pro-inflammatoires jouent un rôle important dans la réponse 

neutrophilique aux bactéries. Durant ces dernières années, des études se sont intéressées à 

l’implication des sérine-protéase dans la régulation de la réponse inflammatoire locale mais 

les mécanismes de régulation des cytokines par les NSP, notamment in vivo, n’ont pas été 

élucidés à ce jour. 

L’analyse des médiateurs TNF-α, MIP-2 et l’IL-6 suite à une infection pulmonaire à  

P. aeruginosa a montré une diminution de leur expression au niveau protéique (dans les LBA 

des souris NE-/- par rapport aux souris WT) et que cette diminution se situe à un niveau 

transcriptionnel. Ces résultats suggèrent le rôle de la NE dans l’activation des cellules 

immunitaires à produire TNF-α, MIP-2 et l’IL-6.  
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Nous avons confirmé ces résultats in vivo par des études in vitro utilisant une lignée de 

macrophage murine et des macrophages ex vivo. L’exposition de ces cellules à 0.5 µM de NE 

induit la transcription des ARNm de TNF-α, MIP-2 et l’IL-6. 

La concentration de la NE utilisée dans cette étude est inférieure aux concentrations 

physiologiques. Cette enzyme peut être inhibée dans le microenvironnement pulmonaire par 

des inhibiteurs physiologiques et son effet de régulation positive de TNF-α, MIP-2 et l’IL-6 

semble être limité à un modèle d’infection aigüe. En effet, l’augmentation de l’expression de 

ces médiateurs in vivo est déterminée par une balance entre la NE active et ses inhibiteurs 

présent dans le poumon. 

Les lésions pulmonaires observées en cas d’infections bactériennes peuvent être associées au 

recrutement massif des neutrophiles au site inflammatoire et à la dégranulation de la NE dans 

le milieu extracellulaire. La NE présente à la surface des neutrophiles dans ce milieu 

inflammatoire peut activer un large spectre de cellules y compris les macrophages alvéolaires 

et d’autres types de cellules immunitaires et non immunitaires. 

Plusieurs mécanismes de régulation de l’inflammation par les NSP se basant sur des 

études in vitro ont été proposés. Les premiers concernent les modifications protéolytiques des 

chimiokines et des cytokines au niveau N-terminal et/ou C-terminal qui peuvent induire soit 

une augmentation soit une diminution de leurs activités biologiques (Nufer O. et al., 1999). 

D’autres études in vitro ont montré que les protéases sont capables de dégrader les cytokines 

(Scuderi P et al., 1991). Enfin, un ciblage protéolytique des récepteurs de la cellule hôte peut 

moduler la sécrétion des chimiokines et cytokines (Sambrano G.R et al., 2000). 

Notons que la majorité de ces études réalisées  in vitro ont montré que les NSP modulent 

l’expression des chimiokines et cytokines secrétées. Une étude a également montré que la NE 

induit l’expression génique de l’IL-8 chez une lignée de cellules épithéliales bronchiques 

(Walsh D.E et al., 2001). La suite de ce travail a démontré que la NE cible le récepteur TLR4, 

par un mécanisme non élucidé à ce jour, et conduit à une augmentation de l’expression de 

l’IL-8 chez cette même lignée cellulaire humaine (Devaney J.M et al., 2003). 

En se basant sur ce dernier résultat nous avons voulu étudier l’effet de la NE sur 

l’expression de TNF-α, MIP-2 et l’IL-6 chez une lignée de macrophage ex vivo présentant un 

récepteur TLR4 non fonctionnel. L’incubation de macrophages WT et TLR4-/-, issus de 

lavage intra-péritonéal, avec la NE résulte en une augmentation significative de la 

transcription des médiateurs TNF-α, MIP-2 et l’IL-6 chez les cellules WT par rapport aux 

cellules TLR4-/-. Ces résultats viennent appuyer l’hypothèse de la présence d’une interaction 

entre la sérine protéase NE et  le récepteur TLR4. Toutefois, une étude in vivo permettant de 
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prouver cette interaction est désormais nécessaire et doit mettre en évidence la signalisation 

correspondante. 

Sachant que les neutrophiles activés libèrent par dégranulation la NE et deux autres 

sérine-protéase la CG et la PR3, la contribution relative de ces trois enzymes à la régulation 

de l’inflammation et plus précisément à la régulation de l’expression des médiateurs TNF-α, 

MIP-2 et l’IL-6 reste à déterminer. 

Les résultats de cette deuxième étude montrent clairement que la déficience en NE est 

associée avec une diminution des taux des cytokines pro-inflammatoires TNF-α, MIP-2 et 

l’IL-6. Ils permettent d’élargir nos connaissances quant au rôle de cette sérine protéase dans 

les interactions hôte-pathogène.  

En conclusion, la NE posséde un double rôle dans la défense de l’hôte contre 

l’infection pulmonaire à P. aeruginosa ; l’enzyme est nécessaire pour une élimination efficace 

du pathogène par les neutrophiles et possède un rôle bénéfique dans la défense de l’hôte 

contre les infections bactériennes. La NE est également impliquée dans la sur-expression des 

médiateurs nécessaires au recrutement et/ou activation des neutrophiles au site inflammatoire. 

Mais et malgré la diminution des taux des médiateurs TNF-α, MIP-2 et l’IL-6, les 

neutrophiles migrent normalement au site infectieux ce qui suggère la complexité du 

mécanisme responsable de leur tactisme.  

La NE est donc nécessaire à une réponse inflammatoire efficace contre une infection 

pulmonaire à P. aeruginosa. 

 

L’ensemble de ces résultats nous a permis de mettre en évidence que (schéma ci-dessous) : 

1. la NE dégrade OprF dans le cas d’infections pulmonaires aigües à P. aeruginosa. 

2. la NE régule la réponse inflammatoire en réponse à P. aeruginosa en induisant la 

secrétion de cytokines inflammatoires TNF-α, MIP-2 et l’IL-6. 

3. le récepteur TLR4 serait impliqué dans la surexpression des médiateurs TNF-α, MIP-2 

et l’IL-6 dans les infections à P. aeruginosa. 
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Afin de compléter nos résultats, il serait intéressant de : 

(i) Etudier l’effet de la NE sur différentes souches cliniques de P. aeruginosa et 

notamment des souches issues de patients mucoviscidosiques afin de savoir si la 

sérine protéase cible OprF. 

(ii)  Analyser son rôle dans un modèle d’infection endobronchiale mimant la 

mucoviscidose. 

(iii)  Réaliser des co-cultures de cellules épithéliales et de P. aeruginosa et les traiter 

par la NE afin d’évaluer la balance entre l’effet protecteur et l’effet destructeur des 

différentes concentrations utilisées de l’enzyme in vitro. 

(iv) Etudier la contribution relative des sérine-protéase PR3 et CG dans la défense 

antibactérienne de l’hôte : génération de souris triples déficientes en NE, CG et 

PR3. 
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(v) Concernant la deuxième partie de ce travail, il serait intéressant de focaliser les 

prochaines études à la compréhension du mécanisme d’action de la NE sur le 

récepteur TLR4 et d’étudier les voies de signalisation impliquées dans la 

régulation de TNF-α, MIP-2 et l’IL-6. 
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Rôle de l’élastase du neutrophile dans les infections pulmonaires à  

Pseudomonas aeruginosa. 

 
 

 
RESUME : 
 

P. aeruginosa est un pathogène fréquemment isolé dans les infections pulmonaires. 
Ces dernières sont caractérisées par le recrutement massif des polynucléaires neutrophiles au 
site infectieux. La fonction principale des neutrophiles est d’éliminer le pathogène en utilisant 
deux systèmes : un système oxydatif et un système non oxydatif. Parmi les molécules du 
système non oxydatif, on trouve l’élastase du neutrophile (NE). Le rôle antibactérien de la NE 
dans la protection de l’hôte contre P. aeruginosa et dans la modulation de la réponse 
inflammatoire n’ont pas été encore élucidés. 

 
Des souris déficientes en NE (NE-/-) et des souris sauvages (WT) ont été exposées à  

P. aeruginosa selon un modèle d’infection à pneumonie aigüe. Nos résultats ont montré que 
les souris NE-/- sont plus susceptibles à l’infection que les souris WT. L’étude du mécanisme 
antibactérien de la NE a révélé que(i) l’enzyme est bactéricide contre différentes souches de 
P. aeruginosa et (ii) la NE cible OprF, une porine majeure essentielle au maintien de 
l’intégrité de P. aeruginosa et à la reconnaissance de la réponse immunitaire de l’hôte. 
Ensuite, nous avons démontré que la NE régule la réponse inflammatoire suite à l’infection 
pulmonaire par P. aeruginosa. En effet, la NE induit l’expression des médiateurs pro-
inflammatoires MIP-2, TNF-α et l’IL-6 (régulation transcriptionnelle). 
L’étude du mécanisme de cette régulation a indiqué que la NE ciblerait, entre autres, le 
récepteur TLR4. 

 
L’ensemble de ces résultats indique que la NE protège l’hôte de la morbidité et la 

mortalité associées aux infections pulmonaires à P. aeruginosa et que cette enzyme joue un 
rôle double en exerçant une activité bactéricide directe sur ce pathogène et en modulant la 
réponse inflammatoire. 
 
 
 
MOTS CLES : 
 
P. aeruginosa, Poumon, Pneumonie à P. aeruginosa, Polynucléaire neutrophile, élastase du 
neutrophile, inflammation, cytokines. 
 


