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Résumeé

De nos jours, les maladies auto-immunes concernent une part grandissante de la population
mondiale et s'accompagnent d’'une comorbidité importante, mais aussi d’un lourd fardeau économique. Parmi
ces maladies les plus courantes, on distingue I'arthrite rhumatoide et le psoriasis affectant respectivement les
articulations et la peau et qui ne possedent toujours pas de traitements curatifs. Dans la pathogenése de ces
maladies, une forte réponse inflammatoire est notamment générée et entretenue, contribuant ainsi a la
dégradation des tissus ciblés. De nombreux marqueurs de l'inflammation sont sécrétés dans ces tissus, dont
les protéines S100A8 et ST00A9 qui sont deux motifs moléculaires associés aux dommages cellulaires. Ces
deux protéines sont majoritairement exprimées par les neutrophiles et les cellules myéloides activées ainsi

que les kératinocytes.

Plusieurs études démontrent des propriétés pro-inflammatoires pour S100A8 et S100A9. S100A9
stimule la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les neutrophiles et les monocytes. La protéine
S100A8 est chimiotactique pour les neutrophiles et les monocytes et sa neutralisation in vivo diminue le
recrutement de leucocytes dans l'inflammation aigué. En revanche, des études suggérent des fonctions anti-
inflammatoires pour S100A8. Son expression est notamment induite par linterleukine 10 et les
glucocorticoides. De plus, S100A8 est sensible a I'oxydation et sa forme oxydée posséde des fonctions anti-
inflammatoires. Cependant, les fonctions de ces deux protéines dans le développement de l'inflammation

associées aux maladies auto-immunes sont peu connues.

Nous avons effectué la premiére caractérisation des souris déficientes pour S100a8 et démontré que
la protéine S100A8 contrdle la différenciation des cellules myéloides et leur capacité a moduler la réponse
inflammatoire. A 'aide du modéle d’arthrite induite par le collagéne, nous avons démontré que S100A8 est
anti-inflammatoire. Elle diminue l'infiltration de neutrophiles et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
dans les pattes. Egalement, nous avons démontré que S100A8 atténue I'activité des ostéoclastes in vitro et in
vivo. Le traitement avec un anticorps contre la protéine S100A8 nous a permis de démontrer que les fonctions

anti-inflammatoires de S100A8 sont principalement extracellulaires.

En comparant les souris déficientes pour S100a8 et S100a9, nous avons étudié le role de S100A8 et
S100A9 dans le psoriasis induit par limiquimod chez la souris. Dans ce modele, S100A8 et S100A9
amoindrissent I'hyperplasie et l'inflammation de la peau. Ces travaux ont montré que S100A8 contrdle la

différenciation et la prolifération des kératinocytes. Aussi, S100A8 et S100A9 contrblent linfiltration de



neutrophiles dans le derme ainsi que la réponse des lymphocytes T producteurs d'IL-17 dans les ganglions

lymphatiques et le derme.

Les travaux de cette thése démontrent que S100A8 est anti-inflammatoire dans l'arthrite et le
psoriasis, mais que S100A9 posséde des fonctions différentes dans l'inflammation dépendamment du type de
réaction inflammatoire. Par ailleurs, nous avons révélé que deux alarmines peuvent étonnamment exercer des
fonctions anti-inflammatoires. La compréhension de ces nouveaux roles de modulation de l'inflammation

pourrait contribuer au développement de nouvelles thérapies.
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Avant-propos

Dans ce manuscrit vous sont présentés les travaux de ma thése qui consiste a étudier le réle des
protéines S100A8 et S100A9 dans la réaction inflammatoire liée aux maladies auto-immunes. Cette thése est
organisée en quatre chapitres précédés par une introduction. Cette derniére aborda tout d’abord briévement
les mécanismes de la réaction inflammatoire et de la réponse immunitaire afin d'exposer les conditions
conduisant aux maladies auto-immunes. Dans un second temps, I'exemple de deux maladies auto-immunes a
savoir le l'arthrite rhumatoide et le psoriasis sera présenté. Enfin, une description de la famille des protéines
S100 sera abordée avec une analyse détaillée des protéines S100A8 et S100A9. Un état des connaissances
concernant les fonctions de ces deux protéines notamment dans des conditions d’homéostasie et de

pathologies auto-immunitaires sera effectué dans cette partie.

Le premier chapitre sera dédié a la mise en contexte des problématiques liées a I'étude des fonctions
des protéines S100A8 et S100A9 dans larthrite rhumatoide et le psoriasis suivi de I'énonciation de

I'hypothése et des objectifs du projet de recherche.

Le second chapitre présentera la premiére partie des travaux effectués au cours de cette thése et
sous forme de l'article qui a été publié dans la revue PLOS One en aolt 2019. Cet article est intitulé :
‘Enhanced myelopoiesis and aggravated arthritis in S100a8-deficient mice”. Le projet de recherche qui a
conduit a cet article a été élaboré et dirigé par les PrPhilippe Tessier et Pr Fawzi Aoudijit. Les expériences ont
été réalisées par la P Annabelle Cesaro et moi-méme avec la méme contribution. Pre Cesaro a effectué les
expériences darthrite chez les souris déficientes pour S100A8 ainsi qu'une partie de la caractérisation des
souris déficientes pour S100A8. Mes travaux se sont orientés sur la caractérisation des souris déficientes pour
S100A8 ainsi qu’une partie des analyses des protocoles d’arthrite chez la souris ainsi que I'étude in vitro des
ostéoclates. Madame Nathalie Pagé a effectué les quantifications de S100A8 dans les sérums de patients
ainsi que les stimulations de cellules mononuclées du sang périphérique de patients et les purifications de
protéines et anticorps. Les expériences pour I'étude des fonctions mitochondriales ont été réalisées par
Asmaa Lachhab et moi-méme. J'ai rédigé le manuscrit avec le P Philippe Tessier, réalisé les figures et les

analyses statistiques sous la direction des Pr Philippe Tessier et P Fawzi Aoudjit.

Le troisiéme chapitre traitera des travaux réalisés au cours de cette thése sous forme d’article tel que publié
dans le journal The Journal of Immunology. Cette étude dans laquelle je suis le premier auteur est
présentement en soumission dans le journal The Journal of Immunology. Ce second article est intitulé :

“Deletion of S100a8 and S100a9 enhances keratinocyte proliferation and Th17 response in imiquimod-induced

XVi



psoriasis”. Le projet de recherche qui a conduit a cet article a été élaboré et dirigé par les Pr Philippe Tessier
et Pr Fawzi Aoudjit. Madame Nathalie Pagé a contribué a la démarche scientifique, I'élaboration et la
réalisation des protocoles lors du démarrage du projet ainsi que la purification des anticorps. J'ai ensuite
optimisé et élaboré le reste des protocoles expérimentaux et j'ai réalisé 'ensemble des expériences in vivo et
in vitro. J'ai rédigé le manuscrit, réalisé les figures ainsi que les analyses statistiques sous la direction des P

Philippe Tessier et Pr Fawzi Aoudiit.

Le quatriéme et dernier chapitre de cette thése concernera la discussion des travaux effectués tout
au long de ce doctorat ainsi que des limites et perspectives de ce projet. Il sera également abordé la
discussion de projets connexes a mes objectifs de recherche. Enfin, le manuscrit se terminera par une

conclusion générale.
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Introduction

1. Les maladies auto-immunes

1.1. Généralités sur les maladies auto-immunes

L’auto-immunité définit les réactions aux auto-antigénes ou aux antigenes associés au microbiote qui
entrainent des Iésions et des maladies tissulaires. Le concept d’auto-immunité fut tout d’abord proposé
en 1900 par Paul Ehrlich (1). La question du fonctionnement du systéme immunitaire et de la reconnaissance
du soi et du non-soi fut élucidée en 1959 par Sir Frank Macfarlane Burnet décrivant que les maladies auto-
immunes sont générées par des clones persistants de lymphocytes autoréactifs qui auraient di étre
supprimés par une tolérance immunologique acquise (2). Il est aussi suggéré que chaque lymphocyte exprime
de multiples copies d’un unique récepteur spécifique d’'une entité étrangére, ce qui initie la réponse
immunitaire. Ce modeéle fut complété par Peter Medawar et ces travaux vaudront a Burnet et Medawar le Prix
Nobel en 1960. L'échappement et lactivation de lymphocytes autoréactifs peuvent conduire au
développement de maladies auto-immunes. De nos jours, plus de 80 maladies auto-immunes sont recensées.
Elles affectent environ 5 a 10 % de la population dans les pays développés et sont un fardeau économique et
psychologique majeur pour les personnes atteintes (3). L'auto-immunité peut étre classée en maladies

systémiques ou spécifiques d’organe.

Maladie auto-immune
Spécifiques d'organe Systémiques
Diabete de type 1 Polyarthrite rhumatoide
Sclérose en plaques Sclérodermie
Maladie de Crohn Lupus érythémateux disséminé
Psoriasis Syndrome de Sjégren primaire

Tableau 1 : Classification des maladies auto-immunes. Tableau adapté de Yamamoto et al, 2016, (4)

Les maladies auto-immunes se caractérisent donc par une rupture des mécanismes de tolérance du
soi et sont en général multifactorielles. Des facteurs génétiques et environnementaux peuvent prédisposer a

I'auto-immunité ou la déclencher (5).

1.1.1.Rupture de la tolérance au soi

Au cours du développement lymphocytaire dans la moelle osseuse et le thymus, une premiére forme

de tolérance centrale est induite, puis une fois que les lymphocytes ont quitté les organes lymphoides



primaires, la tolérance induite aux antigénes reconnus est appelée tolérance périphérique (6). Ces divers
mécanismes de |'autotolérance agissant dans différents organes et a différents stades de développement sont

résumés dans le Tableau 2.

Type de tolérance Mécanisme Organe Références
Tolérance centrale Délétion et révision Thymus (cellules T) Moelle 6,7)
osseuse (cellules B)
e s " . Organes périphériques
Ségrégation de l'antigéne Barriere physique (ex. thyroide, pancréas) (8)
o Inactivation cellulaire par faible Tissus lymphoides
Anergie périphérique o . ) . 9)
signalisation sans costimulation secondaires
. . Tissus lymphoides
Cellules T régulatrices Supprgssmn par des cylokines et secondaires et sites (10
signaux (IL-10, TGFB) ,. :
d'inflammation
e Tissus lymphoides
Déviation fonctionnelle D|fferenC|at|9 n en lymphocytes T secondaires et sites (10)
régulateurs ’ )
d'inflammation
. _— Tissu lymphoide secondaire
Mort cellulaire par activation Apoptose ot sites dlinflammation (11)

Tableau 2 : Mécanismes de I'autotolérance des antigénes.

Plusieurs niveaux de contrdle de la tolérance sont essentiels en dehors de la tolérance centrale et
ceux-ci peuvent tomber en échec et générer 'auto-immunité. Des sites immunologiquement privilégiés comme
le cerveau ne déclenchent généralement pas de réponse immunitaire en cas de greffe par exemple. Les
autoantigenes de ces sites privilégiés peuvent étre reconnus en dehors par les lymphocytes T et induire une
réponse de tolérance (12). Cependant, des attaques auto-immunes peuvent étre dirigées contre des
autoantigenes de ces sites. L'un des exemples les plus révélateurs de ce phénomene est la réponse
immunitaire contre la protéine basique de la myéline, composante du cerveau et de la moelle épiniére, qui
constitue une cible dans la maladie auto-immune nommée la sclérose en plaques (13). Dans certains cas, des

lésions causées dans un site privilégié peuvent déclencher une réponse auto-immune.

Egalement, le maintien de la tolérance par les lymphocytes régulateurs sécrétant des cytokines anti-
inflammatoires comme I'lL-10 ou le TGF-B permet d'éliminer des lymphocytes spécifiques d’auto-antigéne.
L'expression du géne FOXP3 s’avére également essentielle a l'activité régulatrice des lymphocytes. Des
polymorphismes dans le géne de FOXP3 chez 'humain et la souris sont liés au développement d’une auto-

immunité systémique (14).



1.1.2.0rigines génétiques et environnementales de I'auto-immunité

Les maladies auto-immunes ont, dans I'ensemble, une forte composante génétique. Ces
modifications génétiques entrainent des défauts dans la production de cytokines ou dans la signalisation
intracellulaire. On distingue notamment des modifications sur des génes de facteur liées a la présentation de
I'antigéne (C1gA, C2, C4), la signalisation cellulaire (FCGR2A), I'apoptose (Fas, FasL) ou encore les fonctions
des lymphocytes T régulateur (FOXP3) qui conferent un phénotype de type lupique. Chez 'humain, les études
d’'association a I'échelle du génome ou (GWAS, Genome-Wide Association Studies) ont démontré la
prédisposition génétique aux troubles auto-immuns en raison d'un certain nombre de variantes génétiques
(15). Plus particulierement, des polymorphismes d'un seul nucléotide ou SNP (Single-Nucleotide
Polymorphisms) ont été identifiés et bon nombre d’entre eux sont en lien avec le développement et la fonction
des voies immunitaires Th1 et Th17, mais également dans les génes du CMH (16). Les polymorphismes des
génes du CMH de classe Il sont les étudiés dans les maladies auto-immunes (17, 18). Enfin, plusieurs
défauts monogéniques de la tolérance immunitaire peuvent suffire pour conduire a des syndromes auto-
immuns comme dans le gene C1q lié au développement du lupus érythémateux disséminé (LED) (19) ou

encore IL10RA et IL10RB liés au développement des maladies intestinales inflammatoires (20).

Des événements externes a l'organisme sont capables de prédisposer ou déclencher une auto-
immunité. Ainsi, la répartition géographique des différentes maladies auto-immunes révéle une hétérogénéité
entre différents continents, pays et groupes ethniques (21). Ceci peut étre en partie expliqué par le statut
socioéconomique et I'alimentation (22). Egalement, certaines infections virales ou bactériennes créent un

environnement favorisant I'auto-immunité (23).

Les réponses auto-immunitaires contre les organes ou les tissus entrainent en général 'activation et
la dérégulation d’un autre mécanisme du systéme immunitaire, a savoir la réponse inflammatoire (24). Dans le
cadre de cette thése, nous mettrons I'accent sur les mécanismes cellulaires et moléculaires de I'inflammation

associés aux maladies auto-immunes.

1.2.Laréaction inflammatoire associée aux maladies auto-immunes
Décrite dans la médecine antique, l'inflammation définie par Celsius (26 av.J.-C. — 50 apr.J.-C.)
comprend la rougeur (rubor), la chaleur (calor), la douleur (dolor) et le gonflement (tumor). Fut ajoutée ensuite
la perte de fonction (functio laesa) par Galien (130 apr.J.-C. — 210 apr.J.-C.) (25). L'inflammation constitue la
premiére réponse et le mécanisme de défense du systéme immunitaire a de nombreux stimuli nocifs comme
les pathogenes, des signaux endogénes provenant de cellules endommagées, les composés toxiques ou

encore l'irradiation (26). Durant une inflammation dites aigué, les événements cellulaires et moléculaires



agissent pour retirer les stimuli nuisibles ayant initiés 'inflammation et participent également aux processus de
réparation des tissus et au rétablissement de I'homéostasie (27). L'inflammation est reconnue comme un
facteur déterminant dans diverses pathologies incluant I'athérosclérose, le cancer, I'auto-immunité, ou les
maladies liées au vieillissement (28). La réponse inflammatoire est donc I'activation coordonnée de voies de
signalisation régulant les niveaux de différents médiateurs inflammatoires et le recrutement de cellules

inflammatoires depuis la circulation sanguine (29).

1.2.1.Les cellules de Pinflammation

La réaction inflammatoire est orchestrée a la fois par des cellules qui sont a la fois originaires de
I'hématopoiese (donc présentes dans la circulation sanguine), mais aussi résidentes de différents tissus
lymphoides ou non lymphoides (30, 31). Les cellules d’origine non immunitaire dans les tissus participent

également a la réaction inflammatoire comme par exemple les cellules endothéliales ou épithéliales (32, 33).

1.2.1.1. L’hématopoiése

Chez les mammiféres, la production de cellules sanguines commence chez I'embryon par une
premiére vague dans le foie foetal puis se poursuit dans la région AGM (Aorta-Gonad-Mesonephros) et
subséquemment dans la moelle osseuse (34). A I'dge adulte, la génération des cellules sanguines se produit
dans la moelle osseuse et celles-ci sont constamment renouvelées. Parmi les leucocytes générés, nous
distinguons la lignée lymphoide, la lignée myéloide et la lignée érythroide. Ces cellules émanent toutes d’une
population de cellules nommées cellules souches hématopoiétiques (CSH ou HSC). Les CSH ont la propriété
unique de s’autorenouveler, entretenant leur nombre, mais aussi d’étre multipotente, donc de se différencier
en tous les types de cellules hématopoiétiques (35). La plasticité de ces cellules permet a I'organisme de
réagir aux besoins physiologiques, dont la réponse inflammatoire. La figure 1 présente les différentes
possibilités de différenciation des CSH. Les CSH multipotentes a haute capacité d'autorenouvellement
évoluent en progéniteurs multipotents (MPP) (36). Puis les MPP se séparent a leurs tours en progéniteurs des
différentes lignées, CMP (Common Myeloid Progenitor) et GMP (Granylocyte/Macrophage Progenitor) pour la
lignée myéloide, MEP (Megacaryocyte Erythrocyte Progenitor) pour la lignée erythroide et CLP (Common
Lymphoid Progenitor) pour la lignée lymphoide (37). Ces progéniteurs ont une capacité de prolifération
importante et une capacité d’autorenouvellement et multipotence réduite. Chacun de ces progéniteurs va se
différencier par la suite a travers différents stades de maturation et les cellules produites deviennent des
précurseurs hématopoiétiques. Dans la lignée myéloide, les GMP générent les granulocytes (neutrophiles,

basophiles et éosinophiles), les monocytes/macrophages et certaines cellules dendritiques (37).
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Figure 1 : Représentation simplifiée de ’hématopoiése. Schéma adapté de la revue de Wand & Waggers

de 2011, (37). Cadres gris adjacents aux progéniteurs : Profil phénotypique utilisé pour l'identification chez la
souris. NK (Natural Killer), SCA1 (Suface Cell Antigen), LT-HSC (Long Term-HSC), ST-HSC (Short Term-
HSC), MPPs (Multi-Potent Progenitor), MEP (Megakaryocytes Erythrocyte Progenitors), CMP (Common
Myeloid Progenitor), GMP (Granulocyte/Macrophage progenitor) et CLP (Common Lymphoid Progenitor).

Les progéniteurs hématopoiétiques sont identifiables a 'aide de différents marqueurs exprimés en

surface des cellules et détectés par la technique de cytométrie en flux. Chez la souris, les CSH n’expriment

pas de marqueurs de lignée (lin") matures comme les marqueurs de surfaces CD3, B220, CD11b et TER-119.

Elles expriment en revanche la glycoprotéine Sca-1 et le récepteur tyrosine kinase c-Kit. Les progéniteurs

GMP, CMP et MEP n’expriment pas Sca-1 et sont identifiables par leur expression du CD34 et le récepteur

des fragments Fcy le CD16/32 (38).



1.2.1.2. Les cellules de la lignée myéloide

Les cellules myéloides sont une famille de cellules de I'immunité innée la plus liée a la réponse
inflammatoire. Elles amorcent une réponse immunitaire effective et contrélée qui protége I'hdte (39). Ces
cellules sont par définition des leucocytes qui ne sont pas des lymphocytes. Elles sont granulocytaires et
phagocytaires et ont la capacité de circuler au travers des tissus via la circulation sanguine (40). Elles sont
capables de reconnaitre des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMP) et aux dommages
cellulaires (DAMP). De plus, elles initient et amplifient la réponse immunitaire adaptative via la présentation
d’antigénes et la production de cytokines. Dans le sang, les monocytes et les granulocytes sont les cellules
myéloides les plus abondantes. Egalement dans cette famille, des cellules dendritiques et différentes
populations de macrophages, monocytes et cellules polymorphonuclées sont retrouvées dans les tissus
solides (41).

1.2.1.2.1. Les neutrophiles
Les neutrophiles représentent la premiére ligne de défense contre les pathogénes et sont le sous-
ensemble de leucocytes le plus abondant chez 'humain, allant de 40 % & 70 % des globules blancs du sang
(de 7 % a 8 % chez la souris) (42).

- Développement du neutrophile

Les neutrophiles sont générés dans la moelle osseuse via les GMP et notamment sous le contréle du
G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor). La production de neutrophiles ou granulopoiése est engagée
par les myélobastes. Ces cellules suivent par la suite un processus de maturation incluant les stades de
promyélocyte, myélocyte, métamyélocyte, neutrophile non segmenté jusqu'au stade de neutrophile mature
(43). Durant son développement, le neutrophile change la forme de son noyau pour une forme lobée, et
I'expression de différents récepteurs de surface est modifiée. Les neutrophiles matures contiennent également

des granules et vésicules de sécrétions nécessaires a leurs différentes fonctions (44).

- Circulation du neutrophile

Dans des conditions d’homéostasie, la majorité des neutrophiles sont stockés dans la moelle
osseuse et leur conservation est en fonction de I'expression de deux récepteurs de chimiokines : le CXCR2 et
CXCR4 (45). Lors d'une réaction inflammatoire, la présence de G-CSF induit la sortie des neutrophiles vers la
circulation sanguine en diminuant I'expression du CXCR4. En dehors de la moelle osseuse, la production de
neutrophile est régulée entre autre par l'interleukine 23 (IL-23) produite par les phagocytes et par l'interleukine

17 (IL-17) produite par les lymphocytes T (46, 47). L'IL-17 promeut la granulopoiése et la libération des



neutrophiles dans la circulation sanguine via le G-CSF (43). Lors d’'une réaction inflammatoire, I'lL-1 peut
également stimuler la production de neutrophiles via I'axe IL-17/G-CSF, créant une boucle positive de

recrutement (48).

Les neutrophiles en circulation dans le sang peuvent étre mobilisés dans un tissu infecté ou dans un
site inflammatoire par extravasation au travers de I'endothélium des vaisseaux sanguins. Ce processus
s'effectue en une cascade d'étapes dans l'ordre suivant: attachement, roulement, adhésion, rampement,
transmigration (49). Le recrutement des neutrophiles est initié par le contact avec la surface de I'endothélium
activé. L’activation entraine I'expression de molécules d'adhésion, des sélectines. Une fois a la surface de
I'endothélium, ces sélectines vont se lier a leur ligand, les glycoprotéines (49), a la surface des neutrophiles
circulants, induisant le roulement sur le vaisseau sanguin. Le neutrophile est ensuite stabilisé par I'adhésion
via différentes intégrines fortement exprimées et activées a sa surface. On distingue les intégrines CD11a ou
LFA1 (Lymphocyte function-associated antigen 1) et CD11b ou MAC1 (Macrophage-1 antigen) complexées
avec le CD18 (49). L’activation du neutrophile par des chimiokines de type CXC comme CXCL1 et CXCL2
augmente ['affinité a leurs ligands respectifs ICAM-1 et ICAM-2 en surface des cellules endothéliales (50). La
liaison des intégrines active plusieurs voies de signalisation intracellulaire dans le neutrophile, stabilisant son
adhésion et initiant la motilité. L'interaction entre MAC1 et son ligand est ensuite essentielle pour maintenir le
neutrophile attaché pendant les étapes de rampement et transmigration. Pour transmigrer, le neutrophile
traverse avec des processus nécessitant de nouveau l'intégrine MAC1 et des molécules d’adhésion et de
jonctions (49). Le neutrophile infiltré peut étre soumis a la chimioattraction par des gradients de chimiokines. Il
assure de nombreuses fonctions dans les tissus notamment liés a l'inflammation dans différentes maladies

auto-immunes comme l'arthrite ou le psoriasis (49).

Les neutrophiles ont une courte durée de vie, bien quelle soit toujours sujette a débat. Dans des
conditions basales, on considére que la durée de vie des neutrophiles d’environ 12 heures chez la souris et de
5 jours chez 'humain (51). Néanmoins, il est avéré que durant I'inflammation, les neutrophiles activés ont une
longévité allongée par rapport a leur état basal (45, 52). En dehors des tissus qui peuvent accueillir les
neutrophiles lors d’'une réponse inflammatoire, ceux-ci s’accumulent notamment dans le foie, la rate et les
poumons dans des conditions physiologiques (45, 53). Les neutrophiles ont aussi la capacité de revenir dans
la circulation sanguine aprés avoir transmigré dans un tissu. Une étude a démontré la présence d'une petite
population de neutrophile (1 % a 2 % des neutrophiles circulants) recirculant dans le sang de patients atteints
d’arthrite rhumatoide (54).



- Fonctions liées a la réaction inflammatoire

Les neutrophiles sont les premiéres cellules a étre recrutés a un site inflammatoire et I'un des acteurs
les plus majeurs (31). Dans un tissu infecté, les neutrophiles vont détruire les pathogénes par phagocytose,
dégranulation, production de dérivés réactifs de I'oxygéne et production de NET (Neutrophil Extracellular
Traps) (42). lls expriment pour la reconnaissance un vaste répertoire de PRR (Pattern recognition receptor)

par exemple les TLR (Toll-Like Receptor) (55).

Une fois un pathogéne ingéré dans un phagosome, le neutrophile détruit ce pathogéne a l'aide de
ROS ou de protéines antimicrobiennes (cathepsines, défensines, lactoferrine et lysozyme) (44, 56). Le
neutrophile produit des espéeces réactives de 'oxygéne ou ROS (Reactive Oxygen Species) via I'action de
I'enzyme NADPH oxydase (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxydase) dans un processus appelé
la respiration oxydative (57). Ce processus est une composante importante de limmunité innée dans la
défense contre les pathogénes (58). Les ROS amplifient également les fonctions du neutrophile en activant la
dégranulation, induisant la formation de NET et en stimulant la production de cytokines pro-inflammatoires et
de chimiokines (59, 60). Dans les maladies auto-immunes, I'excés de ROS génére un stress oxydatif qui

amplifie 'inflammation, induit I'apoptose et brise les mécanismes de la tolérance immunitaire (61).

Le cytoplasme des neutrophiles est composé en majorité par des granules de quatre types différents.
Les granules primaires (azurophilique), secondaires (spécifique), tertiaires (gélatinase) et les vésicules
sécrétoires. Ces granules contiennent un mélange d’enzymes antimicrobiennes, d'élastase, de
myélopéroxidase, de défensines, et de métalloprotéinases. De nombreux stimuli comme le facteur 5a du
complément (C5a), le LPS (lipopolysaccharide), I'lL-8 et fMLP peuvent induire la dégranulation des
neutrophiles (62, 63).

En 2004, il a été découvert que les neutrophiles peuvent former des NET. Le NET est formé d’un
réseau de chromatine décondensée et décoré de composantes intracellulaires telles que lélastase, la
myélopéroxidase et des DAMP comme HMGB1 (High mobility group protein B1) et S100A8/A9 (64). Les NET
sont reconnus antimicrobiennes de par leur capacité a piéger les bactéries, mais cet état du neutrophile est
retrouvé dans de nombreuses maladies auto-immunes dont le lupus érythémateux disséminé, larthrite
rhumatoide ou le psoriasis (65). Le contenu intracellulaire relaché via les NET participe a la génération des

auto-antigenes notamment nucléaires (66).

Dans un contexte inflammatoire, les neutrophiles sont intégrés a l'activation, la régulation et les

mécanismes effectifs de I'immunité innée et adaptative (31). La multitude des fonctions qui leur sont attribuées



fait de cette cellule un déterminant majeur dans de nombreuses pathologies. Ainsi, les neutrophiles peuvent
attirer d’autres cellules myéloides comme les monocytes au site inflammatoire. Des protéines comme le LL37
relachées par les granules attirent les monocytes (67). Les neutrophiles produisent et sécrétent un incroyable
répertoire de cytokines pro-inflammatoires, anti-inflammatoires et immunorégulatrices, de chimiokines, de
facteurs de stimulation de colonies et de membres de la superfamille du TNF (68). Lorsque recruté sur le site
inflammatoire, le neutrophile est engagé dans des échanges croisés entre les cellules immunitaires et non
immunitaires du tissu enflammé. Il peut notamment engager des interactions avec les macrophages, les
cellules dendritiques, les cellules NK, les lymphocytes T et B (56, 69). Les différentes cytokines et chimiokines
sécrétées favorisent le recrutement de nouveaux neutrophiles, monocytes et lymphocytes au site
inflammatoire. De plus, les neutrophiles ont la capacité de s'infiltrer dans les ganglions lymphatiques ou
différentes interactions avec les cellules dendritiques peuvent avoir lieu, modulant ainsi la présentation
d’antigéne (70).

1.2.1.2.2. Les monocytes
Les monocytes font partie d'une famille cellulaire nommée MPS (Mononuclear Phagocyte System)
qu'ils partagent avec les macrophages et les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) (71). Environ 10 %
des leucocytes circulant chez I'numain sont des monocytes et environ 4 % chez la souris. Les monocytes ont
la caractéristique d’étre recrutés rapidement en grand nombre vers un site inflammatoire ou ils développent
une forte plasticité de différenciation pouvant induire finalement une réponse autant pro-inflammatoire qu'anti-

inflammatoire (72).

- Développement et circulation

Les monocytes sont continuellement générés dans la moelle osseuse depuis les MDP (Macrophage
and Dendritic cell precursor) via les cMoP (Common monocyte progenitor) (Figure 2). Leur émersion de la
moelle osseuse vers la circulation sanguine est notamment dépendante du CXCR4 et de plusieurs
chimiokines (73). Le CXCR4 participe notamment au maintien des monocytes dans la moelle osseuse et la
rate. En circulation, les monocytes murins exprimant fortement le marqueur de surface Ly6C (Lymphocyte
antigen 6C) sont les précurseurs des monocytes exprimant faiblement ce méme marqueur (Ly6C'o¥), mais ces
deux formes coexistent en permanence et ont des fonctions distinctes (74). Les monocytes Ly6Ch et Ly6Clow
sont les équivalents des monocytes humains de phénotype CD14* et CD14'v CD16* (75, 76). Les monocytes
matures Ly6C'ov patrouillent dans les vaisseaux sanguins a la surface de I'endothélium (77) (Figure 2). En
revanche, les monocytes Ly6Ch en circulation sont considérés comme les monocytes classiques, avec
comme caractéristique d’avoir une demi-vie courte d’environ 20 heures (74, 78). Ce sous-ensemble est
recruté aux sites d'inflammation, puis, a la suite de I'extravasation agissent comme précurseurs des

phagocytes mononucléaires résidents des tissus (79). Ces monocytes infiltrés ont la capacité de se



différencier en différent type de macrophages ou de cellules dendritiques (Figure 2). Cependant, les
macrophages et cellules dendritiques dérivées de monocytes différent en matiére de phénotypes et fonctions
en comparaison avec les ¢cDC (Classical Dendritic cells) et les macrophages résidents des tissus (74, 80, 81).
De plus, il a été proposé qu'une partie des monocytes Ly6C" conserve leur phénotype une fois infiltré dans les

tissus et a la capacité de revenir dans la circulation sanguine et transporter des antigenes jusqu’aux ganglions

lymphatiques (82).
Moelle osseuse
HSC @ |
D D o (=] L =] L) D o D (=] L) L] o | L) o |

- Patrouille la
Recrutement au lumiére de

travers du site I'endothélium
| inflammatoire

Monoce-
derived DC

Figure 2 : Le compartiment des monocytes chez la souris. Schéma tiré et adapté de la revue de Ginhoux
et Jung, 2014 (83). Les monocytes Ly6Ch et Ly6Clov sont générés en continu dans la moelle osseuse et

constituent un continuum dans la circulation sanguine ou ils exercent des fonctions distinctes.
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- Fonctions liées a la réaction inflammatoire

Bien que les monocytes assurent principalement le renouvellement de certaines populations de
macrophages, les monocytes Ly6C" dit « inflammatoires » sont abondamment recrutés au site inflammatoire
ou ils se différencieront notamment en macrophages. Les macrophages dérivés de monocytes répondent aux
stimuli du microenvironnement en entretenant la réponse inflammatoire ou en induisant sa résolution a la suite
de leur polarisation (84). Les macrophages sont également des cellules présentatrices d’antigene au cété des
lymphocytes B et des cellules dendritiques (41). Malgré la plasticité de ces cellules, deux grandes sous-
populations de macrophages sont identifiées : les macrophages inflammatoires dits M1 et les macrophages
anti-inflammatoires dits M2. Les macrophages M1 produisent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires
comme I'lL-6 et générent de grandes quantités de ROS, tandis que les macrophages M2 produisent de
grandes quantités de cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-10 et le TGF-B (85). Les macrophages
inflammatoires sont reliés a la pathogenése de nombreuses maladies auto-immunes comme [arthrite
rhumatoide, la sclérose en plaques ou encore les maladies inflammatoires de lintestin (85). Dans ces
maladies, les macrophages sont une source importante de plusieurs cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-
12, IL-18, IL-1B, IL-23 ou le TNF qui jouent un role clef dans le maintien de l'inflammation liée a l'auto-
immunité (86). Chez la souris, les macrophages sont facilement identifiables en raison de leur expression du

récepteur F4/80 (un récepteur couplé aux protéines G) (87).

In vitro, les macrophages peuvent étre générés a partir des cellules de moelle osseuse en présence
de GM-CSF (Granulocyte Macrophage colony-stimulating factor) ou de M-CSF (Macrophage colony-
stimulating factor). La différenciation avec du GM-CSF, produit un phénotype de macrophage M1 et avec du
M-CSF, un phénotype de macrophage M2. De plus, en réponse au LPS et au fMLP, les macrophages
différenciés avec M-CSF produisent une plus grande quantité d’acide arachidonique (AA) et expriment plus
fortement le CD14 qui est lié a la signalisation des TLR2 et 4 (88, 89).

Les monocytes matures et les macrophages participent a I'équilibre du développement osseux en se
différenciant en ostéoclaste (90). Les ostéoclastes sont des cellules de type syncytial c'est-a-dire possédant
plusieurs noyaux issus de la fusion de plusieurs cellules. Ces cellules possédent une activité de résorption
osseuse qui est un mécanisme essentiel pour entretenir une masse osseuse optimale et une homéostasie
minérale. Les ostéoclastes sont générés de concert avec les ostéocytes (forme mature des ostéoblastes)
chargés de la formation du tissu osseux. La différenciation en ostéoclaste est activée par RANKL (Receptor
activator of nuclear factor kappa B ligand) en présence de M-CSF (91). Les ostéoclastes produisent de

nombreux facteurs dégradant la matrice osseuse parmi lesquels nous retrouvons des sécrétions acides et des
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enzymes protéolytiques comme la cathepsine K, des MMP (metalloprotéinase) et aussi la phosphatase acide
tartrate-résistante (TRAP) (92).

- Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques, découvertes dans les années 1970 par Ralf Steinmann, qui fut lauréat du
Prix Nobel pour cette découverte (93), ont des fonctions associées a immunité innée et adaptative et
assurent le lien entre ces deux immunités grace a la présentation d'antigéne (94). En présence de signaux
inflammatoires, les cellules dendritiques peuvent polariser les lymphocytes T naifs en différents types de
lymphocytes effecteurs pro-inflammatoires que nous aborderons plus tard dans ce chapitre (95). Dans les
maladies auto-immunes, les cellules dendritiques présentent des auto-antigénes et peuvent entretenir la
réponse immunitaire contre les tissus touchés via le mécanisme dit ES (Epitope Spreading) qui correspond a

la diversification et 'augmentation des épitopes a partir d’'un unique épitope (96).

Les cellules dendritiques comptent différentes sous-familles qui ont toutes comme origine les MDP
(Monocyte/Macrophage and Dendritic cell Progenitor) (97). Les MDP se différencient ensuite en CDP
(Common Dendritic Cell Progenitor) qui génére a leur tour les précurseurs de sous-catégorie de DC, les pDC
(plasmacytoid Dendritic Cell) et les ¢cDC (conventional DC) (98). Ces précurseurs migrent de la moelle
0sseuse jusqu’aux tissus ou le microenvironnement local influence la différenciation. Elles différent notamment
dans leur phénotype, leurs fonctions et dans leurs facteurs de transcription selon qu’elles migrent dans les
muqueuses ou les tissus non muqueux (81). La sous-famille des cDC se distingue en deux types : les cDC1
exprimant le CD8 et le CD103 et les ¢DC2 exprimant le CD4 et le CD11b. On distingue les cDC par leur
dépendance a des facteurs de transcription comme IRF8 pour les cDC1 et IRF4 pour les ¢cDC2 (99). Ensuite,
les DC CD11b* sont connus notamment pour induire les lymphocytes T auxiliaires 2 (Th2) et 17 (Th17) via la
sécrétion d'IL-6 et IL-23 (100, 101). Elles expriment également de nombreux PRR comme les TLR 5, 6, 7, 9 et
13. Les DC CD103* ont quant & eux un rdle important dans la reconnaissance des antigenes viraux, car ils
expriment le TLR 3, mais aussi les TLR 4, 11 et 13 (102). De plus, de nombreuses études ont démontré chez
la souris que les DC CD103* ont un réle important dans la maintenance immunitaire et l'induction de la
tolérance dans la peau, prévenant ainsi I'auto-immunité en induisant la polarisation des lymphocytes T naifs

en T régulateurs via la sécrétion de TGF-f et acide rétinoique (103).

Les monocytes Ly-6C" peuvent aussi se différencier en cellules dendritiques et elles se distinguent
des cDC CD103* et des cDC CD11b* (71). Ces cellules ont une plus grande plasticité et partagent de
nombreuses fonctions communes au ¢DC (71). Lors d’'une réaction inflammatoire, les cellules dendritiques

dérivées de monocytes ou moDC se caractérisent d’une fagon simplifiée par I'expression de l'intégrine alpha X
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(CD11c), du complexe d’histocompatibilité de classe I (CHM-II) et du CD11b. De plus, elles expriment
fortement le CD64 et le Ly6C (Lymphocyte Antigen 6C) de fagon variable (104). Le développement des
monocytes en moDC est dépendant du CSF-1R (Colony Stimulating Factor-1 receptor), mais pas du GM-
CSFR (Granulocyte and Macrophage — Colony Stimulating Factor Receptor) (105). Ces cellules sont pro-
inflammatoires dans les maladies auto-immunes chez 'humain. Dans I'arthrite rhumatoide, les moDC activent
les lymphocytes T mémoire et induisent la polarisation en Th17 (106). Egalement, un autre type de moDC
retrouvé dans les Iésions psoriasiques, les SLAN* DC exprimant le 6-sulfo LacNAc (SLAN), produisent du TNF

et de INOS et dirigent également la polarisation en Th17 (107).

In vitro, les cellules dendritiques peuvent étre générées en présence de différentes cytokines et
facteur de croissance (108). On distingue le GM-CSF qui induit le développement et 'homéostasie des
phagocytes mononucléaires (109, 110). Les cellules dendritiques formées ou BMDC (Bone Marrow-derived
Dendritic Cells) se caractérisent par I'expression du CD11c et CMHII. L'origine ontogénique de ces cellules
semble étre majoritairement les monocytes Ly6C* plutdt que les CDP (108). De nombreuses études ajoutent
I'lL-4 au GM-CSF pour la production de BMDC (111). Cette méthode génére un mélange hétérogéne de
BMDC majoritairement originaire des cMoP mais aussi des CDP (112). De plus, les génes exprimés par ces
cellules correspondent aux cellules dendritiques migratoires (112, 113). Une autre molécule, le ligand de
tyrosine kinase 3 de type FMS ou FLT3-L permet le développement des cDC et pDC in vitro a partir des CDP
et pré-cDC (108). Les études montrent que les cellules dendritiques générées in vitro sont hétérogénes et

dépendantes des facteurs présents dans les cultures (114).

1.3. Laréponse des lymphocytes T effecteurs associée aux maladies
auto-immunes

Les lymphocytes T naifs concentrés dans les ganglions lymphatiques sont sensibilisés par les
cellules présentatrices d’antigene et cette sensibilisation dépend d'une combinaison de cytokines spécifiant
vers quelle lignée le lymphocyte va se différencier (115). Les lymphocytes T auxiliaires ou Th (T helper)
expriment le CD4 et produisent des cytokines qui activent les cellules de immunité innée, les cellules

stromales mésenchymateuses et les cellules épithéliales (116).

A ce jour, 5 grands types de lymphocytes T effecteurs ont été identifiés, présentés dans la figure 3.
On distingue tout d’abord les Th1 et Th2, les premiers découverts en 1986 (117). Sous I'action de I'lFN-y et de
I'lL-12, les lymphocytes T naifs forment des Th1 qui sont producteurs principalement d’IFN-y et de TNF et
jouent un réle important dans la défense contre les bactéries intracellulaires et les virus, mais aussi dans la
pathogenése des maladies auto-immunes (118). L'IL-4 favorise le développement en Th2, producteur d'IL-4,

IL-5 et IL-13. Ces cellules sont liées a la réponse contre l'infection a I'nelminthe et aux allergies (119). Le
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développement des Th1 est controlé par le facteur de transcription T-bet tandis que le facteur GATA-3
contréle le développement des Th2 (120, 121). Ensuite, les lymphocytes Th17 ont été identifiés en 2005 (122).
Les Th17 se différencient sous le contréle du TGF-B, de I'lL-6, de I'lL-1B et de I'lL-23 et sécrétent de
nombreuses cytokines dont les cytokines de la famille de I'IL-17 comme I'lL-17A et IL-17F, de I'lL-22 et du
GM-CSF. Ces cellules ont des fonctions cruciales dans 'homéostasie des muqueuses notamment dans le
tractus gastro-intestinal et les voies respiratoires. Les lymphocytes Th17 résidents de ces tissus interagissent
avec les bactéries commensales et maintiennent 'homéostasie et se distinguent des lymphocytes Th17
inflammatoires qui se différencient en réponse a des pathogénes (123). La transcription dans les Th17
inflammatoires peut étre contrélée par le facteur de transcription RORy, mais la littérature démontre que ces
cellules ont une certaine plasticité et peuvent par exemple co-exprimer de I'lFN-y et se différencier en Th1 ou
dans un autre phénotype de Th (124). Dans certaines conditions, les lymphocytes T naifs peuvent se
différencier en lymphocyte T folliculaire via I'lL-6 sécrétée par les cellules dendritiques. L'expression de
CXCRG5 dirige le lymphocyte T folliculaire & la bordure des follicules de lymphocytes B et sécréte notamment
de I'lL-21 favorisant la production d’anticorps des lymphocytes B (125). Enfin, la stimulation par le TGF-§ et
I'lL-2 oriente les lymphocytes T naifs vers un phénotype de lymphocytes T régulateur (Treg). Les Treg sont
une famille hétérogene avec des fonctions suppressives permettant la tolérance aux antigénes du soi, non
toxiques ou non pathologiques, et aussi la prévention des maladies auto-immunes. On distingue les Treg
générés dans le thymus qualifié de Treg naturels et les Treg différenciés dans les organes périphériques a
partir des lymphocytes T naifs que I'on nomme Treg induit (iTreg). Le facteur de transcription FOXP3 promeut

la différenciation des Treg (126).

Cytokines spécifiant le destin cellulaire
: TGF-B .
Y IL-4 IL-6 IL-6 P
IL-23

2 = 2 = 2 = 2 =

N N N N

IFN-y IL-4, IL-5, IL-13 IL-17, IL-22 IL-21 TGF-B, IL-10
Cellules T,1 Cellules T 2 Cellules T,17 Cellules T, Cellules iT

Figure 3 : Cytokines contrélant la différenciation des lymphocytes T effecteurs et sécrétées par les

différentes classes. Schéma tiré de Murphy, Kenneth (2018) (12)
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Les lymphocytes effecteurs différenciés se divisent lors de I'expansion clonale et migrent des
ganglions lymphatiques jusqu'a la circulation sanguine pour rejoindre le site inflammatoire (127). Les Th17 et
Th1 ont été identifiés pathogéniques dans plusieurs maladies incluant I'arthrite rhumatoide, le psoriasis, la
sclérose en plaque ou la maladie de Crohn (116). Egalement, la plasticité des lymphocytes Th17 a été
découverte récemment dans différentes maladies auto-immunes comme ['arthrite rhumatoide, le psoriasis ou
les maladies inflammatoires chroniques de lintestin (128-130). Au site inflammatoire, ces lymphocytes
évoluent vers un phénotype de lymphocyte Th1 producteurs d’IFN-y et perdent la production d’IL-17. Ces
lymphocytes Th1 dit « non classiques » sont peu sensibles a la suppression par les lymphocytes Treg (130).
De nouveaux phénotypes de lymphocytes T effecteurs pathogéniques ont été identifiés grace a de nouvelles
méthodes d’analyse des phénotypes comme la cytométrie de masse qui permet d’analyser un plus grand
nombre de marqueurs de surface a la fois. Cette méthode met en lumiére l'incroyable hétérogénéité des

populations de lymphocytes effecteurs et leur spécificité (131).

Ainsi, la réaction inflammatoire associée aux maladies auto-immunes dépend majoritairement d'une
réponse coordonnée entre les différentes cellules myéloides, les lymphocytes T effecteurs et leurs interactions
avec les cellules résidentes des tissus concernés. Dans cette thése, nous limiterons l'attention sur I'arthrite
rhumatoide et le psoriasis qui sont deux maladies auto-immunes de forte incidence. Deux modéles murins de

ces maladies ont été utilisés dans les articles attachés a ce manuscrit.

1.4.L’arthrite rhumatoide
1.4.1.Généralité et épidémiologie

L'arthrite rhumatoide est une maladie chronique inflammatoire et auto-immunitaire, fréquemment
progressive qui atteint principalement les articulations et ayant comme conséquences la dégradation des
articulations et un déficit musculo-squelettique (132). Cette maladie fut décrite par Augustin Jacob Landré-
Beauvais en 1800 (133) et se caractérise également par de nombreuses manifestations extra-articulaires
comme les nodules, des vascularites et une comorbidité systémique comme des maladies cardiovasculaire,
de l'ostéoporose ou encore la dépression (134). L'arthrite rhumatoide affecte 0,24 % de la population
mondiale (135) et l'incidence est plus forte dans les pays industrialisés et les zones urbaines (136, 137). Au
Québec, I'arthrite rhumatoide touche 0,8 % de la population et la prévalence est forte chez les femmes que les
hommes dans toutes les tranches d’age concemnées (138). La présence d'arthrite chez un membre antérieur
de la famille augmente le risque de développer I'arthrite rhumatoide de 3 a 5 fois (137). De plus, les taux de
concordance chez les jumeaux sont augmentés ce qui suggéere un role de facteurs génétiques dans la
pathogenése de cette maladie (139). L'arthrite rhumatoide est toujours un fardeau socio-économique majeur

avec notamment des colts médicaux majeurs, des conséquences douloureuses sur I'état psychologique et la
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capacité a étre actif (140). C'est une maladie auto-immune et la réactivité des cellules du systéme immunitaire
contre les cellules articulaires joue un réle central dans sa physiopathologie (132). Egalement, la maladie est
associée a une inflammation systémique qui est un des phénoménes importants dans le développement et la

progression des symptémes (141).

1.4.2.Symptémes

L'arthrite rhumatoide se caractérise comme une affection polyarticulaire symétrique ou les personnes
atteintes présentent de la douleur et des gonflements aux articulations des mains et des pieds (142). Le
gonflement se retrouve principalement aux poignets, aux articulations métacarpo-phalangienne et
métatarsophalangienne et & l'articulation interphalangienne. A cela s'accompagne le développement de
raideur matinale des articulations qui peuvent durer jusqu'a plusieurs heures (142). Les symptdmes peuvent
également se développer aux articulations plus larges comme les chevilles, les genoux, les coudes et épaules
(142). L’érosion osseuse se développe t6t dans la maladie, elle affecte 80 % des patients dés la premiére

année aprés le diagnostic et est associée a une augmentation de I'inflammation (143, 144).

Les patient(e)s arthritiques peuvent étre affecté(e)s par une comorbidité multiple comme le
développement de maladies cardiovasculaires incluant l'infarctus du myocarde, des accidents vasculaires
cérébraux et de l'insuffisance cardiaque qui sont la cause principale de mortalité des personnes arthritiques
(145). L'inflammation associée a I'arthrite affecte le cerveau par la fatigue, et d’autres organes comme le foie,

les poumons (132).

1.4.3.Etiologie

L'arthrite rhumatoide est une maladie multifactorielle dont I'étiologie reste inconnue. L'interaction

entre 'environnement et le génotype est un facteur déterminant dans le déclenchement de la maladie (141).

1.4.3.1. Génétique

Des études d’association pangénomique utilisant les polymorphismes nucléotidiques ont identifié plus
d'une centaine de loci associés avec un risque de développer I'arthrite rhumatoide, la plupart étant liés aux
mécanismes immunitaires et également partagés avec d’autres maladies inflammatoires chroniques comme le
psoriasis (132, 146). Le risque de développer I'arthrite rhumatoide est associé aux alléles HLA-DRB1 : HLA-
DRB1*04, HLA-DRB1*01 et HLA-DRB1*10. Chacun de ces épitopes contient une séquence conservée de 5
acides aminés nommée SE (Shared Epitope) ou épitope partagé dans la région hypervariable de la chaine
DRB1 du CMH de classe Il qui est associée avec un risque de développer l'arthrite rhumatoide (147, 148).
Cependant, certains haplotypes sont associés avec une arthrite plus agressive, érosive et un risque accru de
mortalité (149).
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D'autres loci génétiques contribuent avec une moindre intensité au développement de I'arthrite. Ces
loci altérent par exemple les voies de co-stimulation des lymphocytes T et B (CD40, CD28), les cytokines (IL-
2, IL-6R) ou l'activation de Iimmunité innée (132). La présence d’épitopes partagés chez les patient(e)s est
liée a la séropositivité pour les auto-anticorps contre les peptides citrullinés (ACPA) et les anticorps contre les
immunoglobulines de type G (IgG) appelés aussi facteur rhumatoide (RF). La séropositivité pour ces auto-

anticorps est recherchée pour diagnostiquer les patient(e)s (150, 151).

1.4.3.2. Epigénétique
Une étude récente d’association épigénomique a identifi¢ 10 positions de méthylation qui peuvent
augmenter le risque darthrite rhumatoide (152). De plus, l'altération de I'acétylation des histones et de la
méthylation de 'ADN peut réguler les processus biologiques des fibroblastes synoviaux et des leucocytes
(153).

Egalement, de nombreux micro-ARN sont associés & la pathogenése de I'arthrite rhumatoide. Les
micro-ARN ciblent '’ARN messager et contrblent leur dégradation, ce qui a pour conséquence de controler la
réponse cellulaire (154). Plusieurs micro-ARN régulant les lymphocytes, macrophages et fibroblastes
synoviaux ont été identifiés comme par exemple miR155 qui augmente la génération de lymphocytes T et B

autoréactifs dans le modele d'arthrite induite par le collagéne chez la souris (155).

1.4.3.3. Facteurs environnementaux et interaction avec le microbiome
De nombreux facteurs environnementaux peuvent influencer le développement de [larthrite
rhumatoide. Particulierement, le tabagisme et plus largement 'hygiéne de vie associée au contexte socio-

économique sont des facteurs a risque (156, 157).

Egalement, plusieurs études montrent un lien entre larthrite rhumatoide et les maladies
parodontales, mais plusieurs hypothéses subsistent quant & la causalité¢ de ce lien (158). Notamment, la
présence de Porphyromonas gingivalis dans la paradontite augmenterait la citrullination des protéines et
provoquerait une rupture de la tolérance immunitaire (159). D'autres agents infectieux comme Proteus
mirablis, Escherichia coli et le virus d’Epstein-Barr (VEB) sont suspectés d’étre lié au développement de
Parthrite rhumatoide (160). Egalement, des études du microbiome chez 'humain ont montré un lien entre la

dysbiose intestinale et I'arthrite rhumatoide notamment aux prémices de la maladie (161).
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1.4.4.Mécanismes immunologiques

La pathophysiologie de I'arthrite rhumatoide est hétérogéne et se caractérise initialement par la perte
de la tolérance immunitaire, la génération d’'une réponse immunitaire associée a réponse inflammatoire
chronique (132). Dans des conditions physiologiques de remodelage osseux, l'activité ostéoblastique et
ostéoclastique est équilibrée. L'inflammation liée a l'arthrite créée un déséquilibre en faveur de la dégradation

osseuse médiée par les ostéoclastes présents en forte quantité dans la membrane synoviale (162).

1.4.4.1. Immunité adaptative

Tout d’abord, la génération de complexes immuns d’ACPA et la liaison dans certains cas de facteurs
rhumatoides peuvent entrainer une hyper activation du complément (163-165). Les ACPA peuvent étre
d’isotype 19G, IgM ou IgA (166) et dirigées contre différentes protéines du soi comme la vimentine, la
fibronectine, le fibrinogéne, les histones ou le collagene de type Il (167). Les lymphocytes B autoréactifs
producteurs d’ACPA sont présents dans le liquide synovial et en circulation et les ACPA peuvent étre
pathogéniques en activant les macrophages ou les ostéoclastes (168, 169). Les macrophages peuvent étre
activés par la liaison de I'antigéne aux TLR ou aux récepteurs des fragments Fc des immunoglobulines (170).

La présence du facteur rhumatoide renforce la réponse inflammatoire et la destruction des tissus (170).

Le gonflement des articulations dans l'arthrite rhumatoide refléte I'inflammation de la membrane
synoviale. L'inflammation dans la membrane synoviale se caractérise par l'infiltration de leucocytes (Figure 4).
Lors de la réponse inflammatoire arthritique, la membrane synoviale est infiltrée par des cellules de I'immunité
innée (neutrophiles, monocytes/macrophages, cellules dendritiques, mastocytes et cellules lymphoides

innées) et de I'immunité adaptative (notamment lymphocyte Th1 et Th17, lymphocytes B et plasmocytes).
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Figure 4 : Physiopathogénése de I’arthrite rhumatoide. Schéma tiré et adapté de Smolen MD, 2016 (132).

A cela, s'ajoute une réponse inflammatoire tissulaire orchestrée par les fibroblastes synoviaux, les
chondrocytes et les ostéoclastes lesquels favorisant la dégradation du cartilage et du tissu osseux

respectivement.

L'inflammation au travers du compartiment synovial est régulée par un complexe réseau de cytokines
et chimiokines. On distingue notamment le TNF, I'lL-6 et I'lL-1B. Ces facteurs peuvent induire ou aggraver la
réponse inflammatoire dans le tissu et contribuent a I'activation des cellules endothéliales ce qui a pour
conséquence l'attraction de monocytes, neutrophiles et lymphocytes au sein du tissu synovial (171). La
membrane synoviale dans l'arthrite rhumatoide contient un nombre abondant en cellules myéloides et de
cellules dendritiques exprimant des cytokines (IL-12, IL-15, IL-18 et IL-23), des molécules HLA de classe Il et
les molécules de co-stimulations nécessaires a I'activation des lymphocytes T et la présentation d’'antigénes.
Dans les ganglions lymphatiques et les centres germinaux synoviaux, l'inflammation conduit a la polarisation
de lymphocytes T naifs en Th1 et Th17. La production de TGF-B, d'IL-1B, IL-6 et IL-23 par les macrophages et
cellules dendritiques favorisent le développement des Th17 et suppriment la différenciation des Treg (171).

Malgré la présence de lymphocytes T régulateurs exprimant FOXP3 chez les patient(e)s arthritiques, ceux-Ci
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ont une activité inhibée par le TNF et I'IlL-17 (172). De plus, une forte communication entre les lymphocytes T

et B est observée dans la membrane synoviale au travers d'agrégats et entretient la réponse adaptative (173).

1.4.4.2. Immunité innée
La présence de monocytes/macrophages dans la membrane synoviale joue un réle important dans le
maintien de la réponse inflammatoire. Les macrophages sous l'activation de différents récepteurs TLR et NLR
par de nombreuses PAMP et DAMP sécrétent un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-6,
IL-1, IL-12, IL-23) et des ROS en plus de phagocyter et présenter des antigénes (174) ce qui suggére donc un
phénotype M1. Les macrophages sont également activés par des cytokines (IFN-y, IL-17), les complexes

immuns et I'interaction avec les lymphocytes T (175).

Dans les articulations, les neutrophiles sont principalement localisés dans le liquide synovial. lls
produisent et sécrétent notamment des prostaglandines, des protéases, des DAMP et des ROS. De plus, ils
expriment RANK et son ligand RANK-L et peuvent avoir la capacité d'induire directement la résorption

osseuse via 'expression de plusieurs enzymes comme la cathepsine (176).

La stimulation des chondrocytes, cellules du cartilage d’origine mésenchymateuse, par des cytokines
pro-inflammatoires comme I'lL-6, I'lL-1 ou le TNF génére des effets cataboliques dans le cartilage induisant sa
dégradation (177). L'IL-1 et le TNF suppriment également la synthése de la matrice du cartilage et induisent la
synthése de plusieurs MMP ainsi que la production de médiateurs inflammatoires comme 'oxyde nitrique (NO)
etla PGE; (178).

La présence de macrophages inflammatoires et [infitration de monocytes dans la membrane
synoviale constituent un réservoir de cellules pour la formation d'ostéoclaste (90). Les cytokines M-CSF et
RANKL en concentration importante dans la membrane synoviale induisent la différenciation des ostéoclastes
et leur invasion de l'articulation & partir des monocytes/macrophages, cellules dendritiques (179). Egalement,
le TNF, IlL-1, T'IL-6 et I'lL-17 amplifient la différenciation et l'activation des ostéoclastes en activant
I'expression de RANKL (180) (Tableau 3). De plus, les lymphocytes T activés plus particuliérement les
lymphocytes Th17 et les fibroblastes synoviaux sont une source alternative de RANKL et participent a
I'ostéoclatogénese que 'on observe chez 'humain et dans les modéles murins (181, 182). Les ostéoclastes
s’'adhérent aux protéines de la matrice osseuse, sécretent des protéinases et générent un micro-
environnement acide qui dégrade les tissus minéralisés du cartilage et de l'os et générent des trous de
résorption qui sont infiltrés par des cellules inflammatoires (180). Dans les formes sévéres darthrite,
linflammation du tissu synovial peut atteindre la moelle osseuse et provoque linfiltration d’'agrégats de

lymphocytes B amplifiant potentiellement la réponse auto-immune (183).
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Cytokine Effets sur les ostéoclates Effets sur les ostéoblastes

RANKL Activation et différenciation Inhibe la différenciation

TNF Stimule la différenciation des précurseurs | Inhibe la différenciation
des ostéoclastes; synergie avec RANKL | Induit I'expression de RANKL et du M-CSF
Augmentes le nombre de précurseurs Induit 'apoptose

d'ostéoclastes exprimant le CD11b

IL-1(aetB) | Augmente l'ostéoclastogénése avec le IL-1a: inhibe la différenciation in vitro
TNF IL-1B: inhibe la synthése de collagéne d'os in vitro
Réduit I'apoptose des ostéoclastes

IL-6 Stimule la différenciation Stimule la différenciation
IL-17 Augmente l'ostéoclastogénése et induit | Augmente I'expression d'IL-6 avec le TNF
RANKL et RANK Augmente I'expression de RANKL in vitro

Tableau 3 : Effets des principales cytokines pro-inflammatoires dans la membrane synoviale sur les
ostéoclates et ostéoblastes. Adapté de Dulshara et al., 2018 (184) et Karmakar et al., 2011 (162).

1.4.5. Traitements

La cible privilégiée des stratégies de traitement de larthrite rhumatoide est son inflammation qui
comme nous l'avons vu génére les symptdmes cliniques, les dégats aux articulations et la comorbidité
associée (185). La stratégie thérapeutique comporte plusieurs volets. On définit les traitements de fonds
comme étant des DMARD (Disease-modifying anti-rheumatic drugs) qui ciblent linflammation et doivent

réduire la progression des dommages aux tissus (142).

Nous distinguons tout d’'abord les traitements de premiére ligne comme les anti-inflammatoires non
stéroidiens (acétylsalicylate et ibuproféne) mais ceux-ci ne diminuent pas les dégéts aux articulations (132).

Les glucocorticoides peuvent étre également utilisés en premiere ligne (186).

Ensuite, les traitements de fond avec des DMARD sont les plus utilisés. lls doivent commencer en
général par 'administration d'une DMARD synthétique conventionnelle comme le méthotrexate accompagnée
d’une faible dose de glucocorticoides (187). Le méthotrexate est un antimétabolite inhibiteur du métabolisme
de I'acide folique utilisé dans le traitement de certains cancers, mais dont I'un des mécanismes majeurs dans
I'arthrite rhumatoide est l'inhibition du métabolisme des purines (188). Les glucocorticoides sont des anti-

inflammatoires stéroidiens qui offrent des effets rapides de modification des symptomes et de la maladie
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(189). Il existe la cortisone et le cortisol comme glucocorticoides naturels et d'autres composés synthétiques
comme le prednisone (190). Si les stratégies de traitement avec le méthotrexate sont inefficaces d’autres
DMARD conventionnels synthétiques peuvent étre utilisé en remplacement du méthotrexate ou en

combinaison comme : sulfasalazine, leflunomide ou I'hydroxychloroquine (aux propriétés antimalariales) (191).

Lorsque les premiéres lignes de traitements n'apportent peu ou pas d’améliorations des symptémes,
plusieurs options de thérapies biologiques ont été approuvées pour larthrite rhumatoide (132). Ces

traitements ont des cibles variées (Tableau 4).

Effet biologique Nom Type moléculaire
Adalimumab Anticorps monoclonal humain
Certolizumab pegol | Fragment Fab d'un anticorps monoclonal humain
Inhibiteur du TNF Etanercept Protéine de fusion (IgG-Fc-récepteur)
Golimumab Anticorps monoclonal humain
Infliximab Anticorps monoclonal chimérique
Anti-CD20 Rituximab Anticorps monoclonal chimérique
Inhibiteur de la co-stimulation des Abatacept B . ’
lymphocytes T Protéine de fusion (IgG-Fc-récepteur)

Anti-IL-6R Tocilizumab Anticorps monoclonal humain

Tableau 4 : Traitements biologiques utilisés pour I'arthrite rhumatoide. Tableau adapté de la revue de
Smolen et al. 2016, (132)

Enfin, des DMARD synthétiques comme les inhibiteurs des JAK (Janus Kinase) montrent une
efficacité similaire a certains traitements biologiques quand associés au méthotrexate (192). En 2019,
I'upadacitinib qui est un inhibiteur sélectif de la JAK-1 produit par AbbVie a été approuvé pour le traitement de
I'arthrite rhumatoide (193).

1.4.6.Modeéles murins de I’arthrite rhumatoide

lls existent des modéles d’arthrite rhumatoide dans différentes espéces animales, mais les rongeurs
sont utilisés le plus souvent (141). Chez la souris, on distingue deux types de modeles a savoir les modeles
induits et les modeles génétiques. L'arthrite rhumatoide peut étre induite par l'injection de différents antigénes
(collagéne de type Il, albumine bovine, ovalbumine, protéoglycane) ou des adjuvants (adjuvant de Freund,
pristane) (194). Certaines modifications génétiques chez la souris induisent le développement darthrite

spontanée. Ces souris sont en général déficientes ou transgéniques pour des génes d'intéréts (195). Parmi les
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modéles les plus utilisés on recense les souris K/BxN (196), les souris transgéniques pour le TNFa humain

(197) ou encore les souris déficientes pour 'antagoniste du récepteur de I'IL-1p (198).

L’arthrite induite par le collagéne de type Il chez la souris est un des modéles les plus étudiés (194).
La méthode consiste en limmunisation de souris de génotype susceptible (DBA/1, B10.Q, et B10.RIll DBA/1)
avec du collagéne de type Il émulsifié dans 'adjuvant de Freund. Les premiers signes cliniques de la maladie
apparaissent une vingtaine de jours plus tard. De fagon semblable a 'humain, on peut observer une
inflammation du liquide synovial, une destruction du cartilage et une érosion osseuse (199). La méthode peut
également étre améliorée par l'injection de LPS qui accélére le développement de la maladie et une meilleure
synchronisation des symptémes cliniques (200, 201). Cependant ce modéle posséde plusieurs limites.
L'arthrite induite par le collagene demeure un modele aigu possédant une phase de rémission. De plus
linflammation dans les articulations est trés dépendante des lymphocytes Th17 dans ce modéle tandis que
dans la pathogénése de I'arthrite chez I'humain, les lymphocytes Th1 et Th17 participent & l'inflammation et

ces cellules ont une forte plasticité (202-204).

1.5.Le psoriasis
1.5.1.Généralité et épidémiologie

Le psoriasis est maladie inflammatoire chronique et auto-immunitaire qui se manifeste dans la peau
et aussi dans les articulations ou les deux associées. Lorsque les articulations sont touchées, on définit la
maladie comme ['arthrite psoriasique, qui touche 30% des patient(e)s atteint(e)s de psoriasis (205, 206). Le
psoriasis est associé a un véritable fardeau physique et psychologique (207). En 2013, 'TOMS (Organisation
Mondiale de la Santé) considére le psoriasis comme un probléme de santé majeur et global (208). La
prévalence du psoriasis en Amérique-du-Nord et en Europe est d’environ 2 % avec une prévalence maximale
en Norvege de 8,5 % (209). Du point de vue du genre, la prévalence semble similaire chez les hommes et les
femmes, mais une étude montre que le psoriasis semble se développer plus précocement chez les femmes
(210). Le psoriasis peut se développer a n'importe quelle tranche d’age et se subdivise en deux types. Le type
1 décrit les cas de psoriasis se développant avant 'age de 40 ans et représente 70 % des cas. Le type 2
représente les cas tardifs démarrant au-dela de 40 ans et dont le pic est entre 57 et 60 ans (211). Egalement,
le psoriasis est commun chez les enfants, la prévalence allant de 0.5 & 2.0 % selon les études (212). Le
psoriasis est une maladie multiforme parmi laquelle cing types sont observés : le psoriasis vulgaris (ou
psoriasis en plaque) qui constitue la forme la plus commune de la maladie dans 90 % des cas, le psoriasis en
gouttes, le psoriasis inversé, le psoriasis pustuleux et le psoriasis érythrodermique (207). Le psoriasis

érythrodermique est une forme rare et la complication la plus sévere de la maladie (213).
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Les personnes atteintes de psoriasis ont un risque fort de développer d’autres maladies notamment
chroniques. La comorbidité inclut larthrite psoriasique, le syndrome métabolique, des maladies

cardiovasculaires ainsi que de I'anxiété et de la dépression (214).

1.5.2.Symptémes et diaghostic

Le symptéme caractéristique du psoriasis en plaque est la formation de plaques rouges couvertes de
squames blanchatres. Ces plaques peuvent varier en nombre et en taille, et peuvent s'étendre sur de large
surface. Le psoriasis peut atteindre n'importe quelle zone de la peau, mais plusieurs sites de prédilection sont
identifiés comme les coudes et avant-bras, les régions périombilicale et périanale ainsi que les régions
rétroauriculaires et le scalp (207). Dans environ 50 % des cas de psoriasis, les symptémes peuvent apparaitre
sous les ongles des mains et des pieds et 90 % des personnes développant I'arthrite psoriasique ont des

symptdémes aux ongles (215).

Le diagnostic s'effectue sur la base des observations cliniques, les biopsies de peau sont rarement
utilisées pour le diagnostic. Les observations cliniques sont le plus souvent rassemblées sous le score PASI
(Psoriasis Area and Severity Index) qui quantifie I'érythéme, l'infiltration ou I'épaisseur, I'écaillage de la peau et
I'extension des Iésions (216). Il existe aussi des scores plus récents et plus simples comme le PGA (Psoriasis

Global Assessment) et le LS-PGA (Lattice System-physician’s global assessment) (217).
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Normal skin

Epidermis <

Figure 5: Caractéristiques histopathologiques du psoriasis. Schéma tiré de la revue de Boehncke et
Schén, 2015. (207) A & B : coloration a I'hématoxyline et éosine de coupes transversales de peaux de sujets
sain et psoriasique. * : accumulation de leucocytes dans I'épiderme. Fléches : dilation des vaisseaux sanguins.
C & D: Détection du marqueur CD3 par immunohistochimie dans des coupes transversales de peaux de
sujets sain et psoriasique. *: présence de noyaux cellulaires. Fléches : présence de cellules CD3* dans le

derme et 'épiderme.

L’observation de biopsies colorées de peaux de patient(e)s psoriasiques montre de nombreuses
caractéristiques histopathologiques dans les différents types cellulaires de la peau (Figure 5) (207). En
comparaison avec une peau saine, la peau psoriasique présente un épaississement de couches viables de
I'épiderme (nommeée I'acanthose), un épaississement de la couche cornée de I'épiderme (I'hyperkératose),

ainsi que la présence de noyau cellulaire dans la couche cornée (parakératose) et la perte de la couche
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granuleuse. Egalement, on observe un I'allongement des crétes formées par 'épiderme basal au travers du
derme. Le développement des kératinocytes se trouve également altéré. Les kératinocytes de la couche
basale de I'épiderme proliferent puis s'organisent en différentes couches représentant différents stades de
différenciation. Ces différents stades de différenciation se caractérisent notamment par I'expression spécifique
de plusieurs dizaines de kératines différentes. Leurs expressions sont contrblées notamment par la
concentration intracellulaire en calcium (218). L'épiderme psoriasique présente une différenciation altérée des
kératinocytes. Les kératinocytes en hyper prolifération expriment fortement les kératines 6, 16 et 17 (219).
Dans le derme psoriasique, on distingue une augmentation du nombre de vaisseaux sanguins et de leur
dilation. De plus, il y a une importante infiltration de leucocytes au travers du derme et de I'épiderme.
L'accumulation de leucocytes au travers de I'épiderme peut prendre la forme de microabcés de Munro et

ceux-ci sont majoritairement composés de neutrophiles (220).
1.5.3.Etiologie

1.5.3.1. Facteurs génétiques

Les études sur les populations ont montré une forte incidence du psoriasis chez la premiéere et
deuxiéme génération de parenté avec les patient(e)s par rapport a la population générale (221). De plus, les
taux de concordances chez les jumeaux monozygotes sont trois fois plus importants que chez les jumeaux
hétérozygotes suggérant un role important du facteur génétique dans la maladie (221). Les formes les plus
sévéres de la maladie corrélent avec un historique familial positif alors que les formes moins sévéres sont plus
souvent liées a une absence d'historique familial (222). Plusieurs loci putatifs de susceptibilité ont été identifié
pour le psoriasis chez I'humain. L'alléle le plus concerné est le HLA-Cw6 sur le locus PSOR1 (Psoriasis
susceptibility locus 1) dans le chromosome 6p retrouvé dans presque 50% des psoriasis héréditaires (223,
224). De plus, une dizaine de loci (PSOR1 & PSOR10) ont été identifié comme étant des régions de
susceptibilité au psoriasis (225). Les génes compris dans ces loci sont pour la plupart connectés aux voies de
pathogenése du psoriasis et jouent un role central dans I'immunité innée et acquise (226). On distingue
notamment les génes codant pour les calgranulines S100A8 et S100A9 dans le loci PSOR4 du chromosome
1p21 (227).

Les études d'associations de génomes ont identifié 41 loci génétiques associés au psoriasis (225).

On retrouve notamment dans ces loci les génes de NF-kB, du TNF et de I'axe IL-23/Th17 et beaucoup de ces

genes sont liés & d'autres processus auto-immuns (225).
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1.5.3.2. Facteurs infectieux
Egalement, le psoriasis goutteux est souvent précédé d'une infection aux streptocoques dans le
tractus respiratoire supérieur. Des études ont montré la similarité entre certaines protéines des streptocoques
et des antigénes de kératinocytes ce qui pourrait expliquer le déclenchement du psoriasis par l'infection (228).
De plus un tiers des enfants développant le psoriasis goutteux vont développer du psoriasis en plaque plus
tard dans leur vie (229). D’autres infections au Staphylococcus aureus, Candida albicans ou au VPH (Virus du

papillome humain) peuvent conduire au déclenchement du psoriasis (230).

1.5.3.3. Autres facteurs déclencheurs
Le psoriasis peut étre déclenché par différents éléments non spécifiques comme des traumatismes
locaux (égratignure, percage, tatouage), les rayons ultraviolets, une irritation chimique, les périodes de stress,
la consommation excessive d'alcool et de tabac (231). Des médicaments systémiques comme les f-
bloguants, le lithium, les antipaludéens ou des anti-inflammatoires non stéroidiens peuvent exacerber la
maladie (232). Il est montré que les patients infectés par le VIH (Virus de I'lmmunodéficience Humain) et qui

ont un psoriasis préexistant vont développer des poussées de Iésions complexes a traiter (230).

1.5.4.Mécanismes immunologiques

Initialement considéré comme un dysfonctionnement de la barriére cutanée, le psoriasis est avant
tout une altération du systéme immunitaire. Le psoriasis est présenté comme une maladie associée aux

lymphocytes T avec une forte interaction entre les cellules de 'immunité innée et adaptative (231).

La pathogenese peut notamment démarrer par I'activation des cellules dendritiques de I'immunité
innée. Dans les plaques psoriasiques, les cellules dendritiques du derme (Figure 6) d'origine principalement
myéloide sont présentes en quantité importante (233). Plusieurs études ont proposé par quels mécanismes
les cellules dendritiques initieraient la réponse immunitaire liée au psoriasis. Ces études suggerent que les
kératinocytes activés et les neutrophiles en NETose produisent le peptide antimicrobien LL-37 qui a la
capacité de se lier avec les ARN et ADN du soi (234-236). Dans des conditions d’homéostasie, les ADN et
ARN du soi ne sont pas directement reconnus par les cellules dendritiques, de par la présence de nucléases
qui dégradent 'ADN et les TLR reconnaissants les acides nucléiques sont localisés dans des endosomes non
exposés aux acides nucléiques. Le peptide LL-37, forme clivée et active de la protéine cathélicidine, se lie a
I'’ADN et ARN et permet leur diffusion au travers de la membrane des cellules dendritiques et ces complexes
stimulent respectivement le TLR9 et TLR7/TLR8 (236).
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De plus, une étude récente a identifié des auto-anticorps dans les sérums de patient(e)s atteint(e)s
de psoriasis et d'arthrite psoriasique (237, 238) soulignant ainsi le caractére auto-immunitaire du psoriasis.

Deux de ces auto-anticorps sont de type IgG et dirigés contre les protéines LL-37 et ADAMTS-L5.

Egalement, les kératinocytes peuvent étre une source de néo-lipides via la PLA; (Phospholipase A)
qui est fortement exprimée dans les lésions psoriasiques. Les autoantigénes lipidiques sont présentés par les
cellules de Langerhans de I'épiderme via le CD1a a des lymphocytes T réactifs au CD1a (239). Les cellules de
Langerhans sont principalement retrouvées dans I'épiderme et s'auto-renouvellent. L'activation des
kératinocytes environnant altére les fonctions de ces cellules en favorisant leur migration dans le derme, la
sécrétion d'IL-23 et de chimiokines et la présentation d'antigénes (240). Un autre type de cellules dendritiques,
les pDC (plasmacytoid dendritic cells) présentent dans le derme, mais absentes dans la peau saine peuvent
étre activées par les complexes de LL-37-ADN/ARN et produisent de I'lFN-a, ce qui a pour conséquence
d’activer notamment les cellules dendritiques résidentes du derme (241). Les cellules dendritiques activées
dans la peau produisent de nombreuses cytokines donc I'lL-12 et I'lL-23 (242). L'IL-12 promeut I'expansion
des lymphocytes T naifs en lymphocytes Th1 producteur d’IFN-y et du TNF. L'IL-23 induit I'expansion des
lymphocytes T naifs en lymphocytes Th17 producteur d'IL-17 et d'IL-22. De plus, d’autres types de cellules
dendritiques entretiennent la chronicité de I'activation des lymphocytes T auxiliaires. L'infiltration de monocytes
au travers de la peau génere des cellules dendritiques d’origine myéloide ainsi que des macrophages pro-
inflammatoires (243-245).

Les Th17 sont les cellules pro-inflammatoires au centre de l'immunopathogenése du psoriasis
(Figure 6). Ces cellules produisent de I'lL-17A, IL-17F, IL-22, IL-26, IL-6, IL-21, du TNF et de I'lFN-y (242).
Des récepteurs des cytokines de la famille de I'lL-17 sont retrouvés a la surface des kératinocytes (246). Les

homodiméres d’IL-17A et IL-17F partagent approximativement 50% de leur structure protéique (247).

L’ensemble de ces processus a savoir I'activation des cellules dendritiques, la polarisation des
lymphocytes T et la sécrétion de cytokines ainsi que I'activation des kératinocytes constitue une boucle dans
laquelle les facteurs produits par les kératinocytes agissent a leur tour en activant les cellules dendritiques et

créés une boucle inflammatoire autoalimentée (246).

D'autres cellules de I'immunité innée et adaptative viennent alimenter cette boucle inflammatoire
(Figure 6). Les kératinocytes activés induisent le recrutement de neutrophiles au travers de I'épiderme chez
les patients psoriasiques notamment via la sécrétion des chimiokines CXCL1 et CXCL8 (248). Les

granulocytes neutrophiles, en plus de libérer et sécréter de nombreux médiateurs pro-inflammatoires sont
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également producteurs d'IL-17A dans I'épiderme et ils perpétuent I'activation des kératinocytes (249). D'autres
cellules comme les macrophages, les lymphocytes T CD8* et des cellules T Natural Killer (NK T cells) infiltrent
le derme et sécrétent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires affectant I'activation des kératinocytes, des
fibroblastes et des cellules immunitaires infiltrantes (243, 250-252).

Enfin, les kératinocytes activés sont une importante source de facteurs angiogéniques comme le
VEGF (Vascular endothelial growth factor) favorisant le développement de capillaires dans le derme et in fine

linfiltration de leucocytes (253).
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Figure 6 : Inmunopathogénése du psoriasis. Schéma tiré de la revue de Nestle et al., 2009, (254).

29



1.5.5.Traitements

Environ 70 & 80 % des patient(e)s ont un psoriasis dont les symptdomes sont modérés et ces
symptdmes peuvent étre contrblés par la prescription de thérapies topiques (255) comme des glucocorticoides

et des dérivés de la vitamine D seuls ou en combinaison (256).

Egalement, une combinaison de photothérapie et d’'un traitement systémique est utilisée pour les
personnes souffrantes de forme modérée a sévere de psoriasis. La photothérapie consiste a irradier la peau
avec soit des rayons UVB a spectre étroit ou sinon engager une photochimiothérapie nommée PUVA. La
thérapie PUVA est une administration d'une molécule phototoxique le psoralens suivi d'une exposition aux
rayons UVA (256). Ce traitement aux rayons UVA est limité dans le temps a cause du potentiel carcinogéne
des rayons. Les thérapies systémiques pour le traitement du psoriasis incluent aussi les antimétabolites
comme le méthotrexate, des immunosuppresseurs comme la ciclosporine, ou encore des dévirés de la
vitamine A comme l'acitrétine (256). Egalement, un autre immunosuppresseur, I'apremilast, a été récemment
autorisé aux Etats-Unis et en Europe pour le traitement de l'arthrite psoriasique et le traitement du psoriasis

modéré a séveére (257).

Plusieurs thérapies biologiques sont utilisées dans le traitement des formes sévéres de psoriasis et
quand plusieurs options de thérapies systémiques ou la photothérapie échouent (256). Ces thérapies ciblent
plusieurs cytokines clefs de la boucle inflammatoire liée au psoriasis comme le TNF, I'lL12 et I'lL-23 ainsi que
IIL-17A (Figure 7). Les inhibiteurs du TNF comme I'etanercept, adalimumab et infliximab sont approuvés pour
le traitement du psoriasis et de l'arthrite psoriasique. Le golimumab est utilisé pour I'arthrite psoriasique.
L'ustekinumab est un anticorps bloquant I'lL-12 et I'IL-23, altérant ainsi le développement des lymphocytes
Th17. Enfin, le secukinumab est le premier anticorps ciblant I'lL-17A utilisé en biothérapie pour le psoriasis. Un
autre anticorps ciblant I'lL-17A, l'ixekizumab est aussi utilisé et également le brodalumab qui est un anticorps
ciblant le récepteur de I'lL-17A (258). Les traitements biologiques peuvent étre également utilisés au long
terme et ne présentent pas de toxicité. Ces traitements peuvent cependant augmenter [égérement les risques

d'infections opportunistes chez les personnes traitées (207).
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Figure 7 : Site d’action des thérapies biologiques du psoriasis. Schéma tiré de la revue de Gaspari et
Tyring, 2015, (258).

1.5.6.Modéles murins du psoriasis

Différents modéles murins ont été développés pour I'étude du psoriasis. Plusieurs types de modéles
existent incluant des souris déficientes, des transgenes ou encore des modéles de reconstitutions. L'ensemble
des modéles reproduisent en général les caractéristiques du psoriasis comme I'hyperplasie de I'épiderme, une
forte vascularisation de la peau et une forte réponse immunitaire (259). Une étude des profils transcriptionnels
dans la peau de différents modéles a identifié cing modéles les plus représentatifs (260). On distingue 4
modeles de transgénes (K5.Stat3C, K14-amphiregulin, K5.Tie2, K5.TGF-B1) et un modéle inductible, le
psoriasis induit par I'imiquimod (IMI). Le modéle de psoriasis induit par I'lMI est la méthode la plus utilisée
dans les études précliniques sur le psoriasis (259). Dans ce modeéle, I'application quotidienne d’'une créme

contenant de I'IMI sur la peau de souris induite une réponse inflammatoire localisée avec les traits

31



caractéristiques du psoriasis observés chez 'humain (261-265). L'IMI est un ligand du TLR7 et TLR8 et un
activateur du systéme immunitaire (261). Bien que la créme contenant de l'imiquimod génére une réponse
inflammatoire localisée dans la peau, une étude a récemment montré que I'application journaliére sur la peau
de la créme contenant de 'imiquimod génére une réponse inflammatoire systémique et plus tardivement au

bout de quelques jours dans le cerveau (266).

2. La famille des protéines S100

2.1.Généralités sur les protéines S100

Les premiers membres des protéines S100 ont été découverts par Moore and McGregor en 1965 lors
d'une étude d'identification de protéines spécifiques du systéme nerveux. Les protéines identifiées sont
solubles dans une solution saturée a 100% en sulfate d’ammonium & pH neutre ce qui leur a valu le nom de
S100 (267, 268). Il a été ensuite déterminé que les protéines isolées sont en réalité un mélange de deux
membres de cette famille a savoir S100A1 et S100B et que I'expression de ces protéines n'est pas restreinte
au cerveau (269-271). Egalement, il a été trouvé que ces protéines possédent deux motifs de liaison au
calcium de type EF-Hand (Elongation Factor-Hand) (269, 270). Depuis cette période, plus de vingt protéines
S100 ont été détectées. Toutes ont une taille moléculaire comprise entre 10 et 14 kDa et ne se retrouvent que
chez les vertébrés (272). Le profil d’expression de ces protéines peut étre spécifique a certaines espéces,
tissus, certains types cellulaires ou au cycle cellulaire. Elles possédent une multitude de fonctions
intracellulaires et extracellulaires dont certaines restent controversées. De plus, certaines de ces protéines

peuvent former des structures complexes (273-275).

Chez 'humain, un cluster d’environ 2 mégabases dans le chromosome 121 appelé complexe de
différenciation épidermique (ECD, Epidermal Complex Differentiation) contient au moins 16 génes de la famille
S100 qui sont annotés de S100A1 @ S100A16 cependant S100A7A est absent chez I'humain. Les autres
génes en dehors de ce cluster sont annotés avec une seule lettre (S100B, S100G, S100P, S100Z) (Tableau
5). Chez la souris, les genes codants pour les protéines S100 se localisent sur le chromosome 3f2. Les génes
codants pour S100A7, S100A7L2, S100A7L3, S100A12 ainsi que S100P sont absents chez la souris
(Tableau 5). Enfin, I'organisation des génes des S100 sur les chromosomes humains et murins est similaire
(275).
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Humain Souris

S100A1
S100A2
S100A3
S100A4
S100A5

®x X X X X X

S100A6

X X X X X X X

S100ATA
S100A7
S100A7L2
S100A7L3
S100A8
S100A9
S100A10

X X X X

S100A11
S100A12
510013
S100A14
S100A16
S100B

X X X X X

S100G
S100P

X X X X X X X X X X X X X X

51002 X

Tableau 5: Membres de la famille des protéines S100 chez I'humain et la souris. Tableau adapté de
Zimmer, Eubanks, Ramakrishnan, and Criscitiello. 2013 (276). X, présent dans les contigs génomiques; -,

absence du géne.

2.2.Structure des protéines S100

La structure des monomeéres de protéines S100 est composée de deux domaines EF-Hand
constitués d’une hélice-boucle-hélice et ces deux domaines sont reliés par une région chamiére flexible
(Figure 8). Le domaine N-terminal contient I'hélice | et Il et est connecté par une boucle dite atypique
différente du motif EF-Hand habituel. Ce motif EF-Hand « non-classique » de 14 acides aminés posséde 2
acides aminés supplémentaires comparés au domaine classique. Cette différence structurale dans le motif
EF-Hand est caractéristique des protéines S100 et confére une plus faible affinité au calcium (Kd=200-500
nM) comparé a la forme classique. Le domaine C-terminal (Hélice Ill-Boucle-Hélice IV) contient un motif EF-
Hand classique possédant une plus forte affinité pour le calcium (Kd=10-50 nM) (277). Lorsque les ions Ca2
se lient aux EF-Hand, il y a rotation de I'hélice lll, libérant ainsi une zone hydrophobique qui s'avére

nécessaire aux interactions avec des protéines cibles (278).
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L’homologie de séquence la plus forte chez les protéines S100 se retrouve dans les domaines de
liaison des ions Ca?*, cependant la région charniere et I'extension en C-terminal présentent la moins forte
homologie de séquence. Cette variabilité suggére un role sur I'attribution d’activité biologique individuelle aux
protéines S100 (279). Les protéines S100 sont également capables de lier des ions bivalents d’autres métaux
comme les ions Zn#*(280), Cu?* (281), Mn2* (282), Ni2* (283).

Enfin ces protéines dimériques sont capables de former dans certains cas des oligoméres (284, 285).
Cet état d'oligomérisation suscite un intérét majeur notamment en neurobiologie (286) et en immunologie
(287).

Boucle atypique Boucle typique

Hélice | Hélice Il Hélice Il Hélice IV

EF-Hand en N-terminal EF-Hand en C-terminal

Région charniére Extensionen
C-terminal

Figure 8 : Représentation schématique de la structure secondaire des protéines S100. Adapté de Ji et
al., 2014, (277).

2.3.Fonctions des protéines S100

Les protéines S100 ont en général des fonctions aussi bien intracellulaires qu'extracellulaires. De par
leur capacité a lier les ions Ca?, les protéines S100 participent tout d'abord a 'homéostasie du calcium au
niveau intracellulaire (288). Egalement de nombreuses fonctions liées & la prolifération cellulaire (289), la
différenciation cellulaire (289-291), I'apoptose (292), le métabolisme énergétique (274), la migration cellulaire
(289) ont été identifiées. Par exemple, la protéine S100B régule la différenciation et la prolifération des
myoblastes (290). La protéine S100A6 limite I'apoptose des cellules musculaires cardiaques induite par le
TNF (293). Certaines protéines S100 comme S100A8 et S100A9 sont sécrétées ou relachées et régulent des
fonctions cellulaires d’'une maniére autocrine et paracrine via l'interaction avec des récepteurs comme le TLR4
(Toll-Like receptor 4) (294). Les protéines S100 peuvent interagir avec de nombreux types de cibles
protéiques incluant des enzymes comme des kinases (295), des sous-unités du cytosquelette comme les
microtubules et les filaments intermédiaires (296, 297), des récepteurs (298-301), des facteurs de

transcriptions comme p53 (291, 302) ou encore la chromatine des kératinocytes (303).
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Plus généralement, de nombreuses fonctions des protéines S100 sont associées a de multiples
maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (304), le syndrome métabolique (305, 306) et de
nombreux cancers comme le cancer du sein, de la prostate, colorectal, du cerveau ou encore les leucémies

myéloides aigués (307).

Les protéines S100 comme S100A8 et S100A9 sont enfin liées @ un nombre important de maladies
inflammatoires (notamment I'arthrite rhumatoide, le psoriasis, la maladie de Crohn) (308, 309) et sont utilisées
en clinique comme des biomarqueurs (310-312). Cette thése est consacrée exclusivement a I'étude des
protéines S100A8 et S100A9.

3. Les protéines S100A8 et S100A9

3.1.La sous-famille des calgranulines

Les calgranulines sont une sous-famille des protéines S100 appelées également MRP pour
« Myeloid-Related Protein » nommées pour leur expression majoritairement observée chez les cellules
myéloides de type granulocytaire. Cette sous-famille contient chez 'lhumain S100A8 (calgranulin A, MRP-8),
S100A9 (calgranulin-B, MRP-14) et S100A12 (calgranulin C, MRP-6 ou extracellular newly identified RAGE
binding protein (EN-RAGE)) et chez la souris seulement S100A8 et S100A9 sont retrouvées. Les génes de
S100A8 et S100A9 sont regroupés et ce rassemblement est conservé entre 'humain et la souris (Figure 9).
Une des particularités relatives a I'expression des protéines S100 entre différentes espéces est retrouvée pour
la protéine S100A12, car les séquences codantes du géne S100a12 sont absentes chez la souris et le rat
probablement perdu par délétion au cours de I'évolution (313). La protéine S100A12 humaine posséde 46%
d’homologie avec S100A9 et 40% avec S100A8 (314). Dans ce manuscrit, I'importance sera donc mise

seulement sur les protéines S100A8 et S100A9.
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Figure 9 : Cartographie des génes S100 sur le chromosome humain 1g21 (A) et murin 3f3 (B). Adaptée
de Ravasi et al., 2004; (315).

3.2.Structures des protéines S100A8 et S100A9

3.2.1.Généralités
Les génes S100a8 et S100a9 possédent trois exons et deux introns chez 'homme tout comme chez

la souris. Le premier exon en 5" code pour une région non traduite, le motif EF-Hand non canonique N-
terminale est codé par I'exon 2 et le motif EF-Hand classique par 'exon 3 (316).

Chez I'humain, deux isoformes de la protéine S100A9 sont générées. Une traduction alternative

démarrant a la méthionine 5 (Met?) génére une forme tronquée de la protéine S100A9 nommée S100A9* de
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12,7kDa. Cet isoforme ne représenterait que 30% du contenu de I'ensemble de la protéine S100A9 chez le
neutrophile (317). Egalement, lors de I'épissage alternatif, l'unique cystéine de la protéine S100A9 est perdue
rendant possiblement la protéine insensible a certaines modifications post-traductionnelles (318). Le variant
S100A9* n'est pas retrouvé chez la souris et il peut former un homodimére et aussi I'hétérodimere avec la

protéine S100A8, mais sa stabilité est diminuée (319).

Les premiéres analyses de séquences peptidiques de S100A8 et S100A9 chez la souris montrent un
fort pourcentage de similarité entre ces deux protéines (72.8%). Les protéines murines partagent
respectivement 59% et 57% de similarité avec leurs homologues humains et malgré cette modeste similarité
elles possédent des fonctions similaires (Figure 10) (320-322). Le segment C-terminal de la protéine S100A9
est plus long que celui des autres protéines S100. De plus, chez 'humain une partie de cette séquence (de

I'acide aminé 88 a 109) s'avere équivalente a la séquence du « neutrophil immobilizing factors » (NIF-1) isolé

du neutrophile humain (Figure 10), (322).
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Figure 10 : Comparaison des séquences peptidiques de S100A8 et S100A9 chez I'humain et la souris.
Les séquences du haut correspondent & MRP8 (S100A8) et les séquences du bas @ MRP14 (S100A9).
Légendes : O (acides aminés EDQNST contenant de I'oxygéne), L (acides aminés LVIFM hydrophobiques), +
(acide aminé inséré), * (élément supprimé), les acides aminés identiques sont indiqués par une barre verticale,

les charges conservées sont indiquées par un ou deux points. Adapté de Lagasse et Weissman, 1992, (322).

Ces protéines sont capables de former des homodiméres in vitro (323) et in vivo (319, 324). Les
premiéres structures tridimensionnelles des protéines humaines S100A8 et S100A9 publiées au début des
années 2000 ont montré que leur structure est relativement similaire (284, 325, 326). Les 2 hélices en N- et C-
terminale de chaque monomére sont organisées de fagon antiparalléle et le complexe hétérodimérique est
maintenu par des interactions hydrophobes entre les hélices (325). Le mélange le plus optimal de S100A8 et
S100A9 favorisant le mieux I'hétérodimérisation in vitro est un ratio 10 :1 (323). En présence de forte
concentration de calcium, la liaison du calcium a I'hétérodimére favoriserait la formation d’'un hétérotétramére

de calprotectine lié de fagon non covalente. La formation de I'hétérodimére est indépendante de la présence
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de calcium (Figure 11) (327, 328). Les études structurales suggérent que chez I'humain et la souris la forme
hétérodimérique est plus stable que les homodiméres et constitue la forme majoritaire que I'on retrouve de
fagon physiologique (316, 324). En outre, les constantes de dissociation des formes homo et hétérodimériques
de S100A8 et S100A9 n'ont toujours pas été étudiées (316). De plus 'homodimére de S100A8 serait plus
stable que 'nomodimere de S100A9 (329). En revanche, aucune structure tridimensionnelle des protéines
S100A8 ou S100A9 murines n'est actuellement disponible. Par conséquent, une certaine précaution est a
avoir par rapport a la comparaison des interactions des protéines S100A8 et S100A9 entre I'humain et la
souris. La protéine S100A9 chez la souris ne posséde pas de thréonine qui puisse étre phosphorylée. De plus
I'homologie du domaine C-terminal de la protéine S100A9 chez la souris est trés faible comparée a 'humain,
par conséquent le role physiologique de S100A9 pourrait étre différent de chez 'humain (322). Chez la souris,
la région charniére entre les deux domaines EF-Hand de S100A8 posséde une faible similarité (21%) par

rapport a 'humain, et la région murine est chimiotactique pour les neutrophiles et les monocytes (330).

S100A8/A9 Hétérodimeéres
Calprotectine

S100A8/A9 Hétérotétramere
Calprotectine

Figure 11: Structure tertiaire et quaternaire des protéines humaines S100A8 et S100A9.
Représentation en ruban. Légendes : (A) Homodimére de S100A8, sous-unités représentées en violet et
bleu ; (B) Homodimere de S100A9, sous-unités représentées en bleu et jaune ; (C) Héterodimere S100A8/A9
visualise en deux projections par rotation de 180° ; (D) Hétérotétramére S100A8/A9 et (E) Dodecamere de
S100A8/A9 formé de 'assemblage de trois calprotectines. Les ions calcium CaZ* sont représentés par des
spheres (A-E). Adaptée de la revue de Vogl et al., 2012, (316).
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En résumé, les différences majeures entre I'humain et la souris dans la sous-famille des
calgranulines sont 'absence de S100A12 et de la forme tronquée de S100A9 chez la souris, la différence de
séquence de la région charniére de S100A8 et la queue en C-terminal de S100A9, ainsi que la différence de
potentiel électrostatique de I'hétérodimére de calprotectine (331). Néanmoins, les deux espéces contiennent
simultanément des homodiméres et I'hétérodimére. En présence de fortes concentrations de calcium, on
observe la formation de I'hétérotétramere de calprotectine (332). Les différentes possibilités d’assemblage des

protéines S100A8 et S100A9 complexifient une étude détaillée des fonctions de chacune de ces formes.

3.2.2.Modifications post-traductionnels des protéines S100A8 et S100A9

Les protéines S100A8 et S100A9 humaines et murines peuvent subir différentes modifications post-
traductionnelles. S100A8 et S100A9 peuvent étre S-glutathionylées in vitro et la protéine S100A9 liée au S-
Glutathion a été détectée dans les neutrophiles et diminue leur adhésion (318). La S-nitrosylation de S100A9
est dépendante du calcium alors que celle de S100A8 ne l'est pas (333). La protéine S100A8 S-nitrosylée et
sécrétée par le neutrophile a des propriétés anti-inflammatoires comme [linhibition de I'activation des
mastocytes et elle altére l'interaction des leucocytes en circulation avec les cellules endothéliales (333). La
protéine iINOS se lie a S100A9 et a I'hétérodimere de S100A8/S100A9 intracellulaire et assure le transfert de
NO a la GAPDH, I'annexine V, la moésine et la vimentine. Ces protéines sont importantes pour la migration

cellulaire dans la réaction inflammatoire (334).

Une des modifications les plus étudiées est I'oxydation, générée lors de I'inflammation quand les
concentrations de ROS et RNS (Reactive Nitrogen Species) sont élevées dans le milieu intracellulaire ou dans
le microenvironnement inflammatoire. Chez 'humain et la souris, la protéine S100A8 est oxydée sur les
cystéines 41 et 42 par les ions Cu?* et des concentrations faibles de H,O, générant des diméres de S100A8
liés par des ponts disulfures (335). Les formes oxydées de S100A8 chez la souris ne possédent plus d’activité
chimiotactique (335, 336). Chez la souris, la protéine S100A8 a la capacité de piéger deux électrons
provenant des ROS (Reactive Oxygen Species) et peut piéger I'oxyde nitrique (NO) (335). Chez I'humain,
plusieurs études ont fait état de la phosphorylation de la protéine S100A9 sur la Thréonine 113 par la
p38MAPK chez les neutrophiles et monocytes activés (337) ayant plusieurs fonctions dans la réorganisation
du cytosquelette (338), la migration cellulaire, la régulation de la NADPH oxydase (339) et plus récemment la

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (340).

De nouvelles modifications ont été récemment identifiées chez I'humain, ayant des conséquences sur

la stabilité de I'hétérodimére de calprotectine. En I'absence de liaison d'ions de métaux transitoires sur la
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calprotectine, I'oxydation par le HO, de la méthionine 81 de S100A9 ou de la cystéine 42 de S100A8 conduit
a la dégradation du tétramére de calprotectine (341). L'acide hypochloreux et I'acide hypothiocyanique
générent également des ponts disulfure entre S100A8-S100A9 et S100A9-S100A9 au travers de
I'hétérotétramére de calprotectine et rendent sensible cette structure a la dégradation protéique chez les
neutrophiles (342). Derniérement, il a été démontré que la protéine S100A8 est un substrat de I'E3 ubiquitin
ligase RNF5 dans les cellules épithéliales intestinales de souris. S100A8 peut étre ubiquitinée par RNF5 et de

ce fait dégradée par le protéasome permettant le maintien de 'homéostasie intestinale (343).

3.3.Profil d’expression des protéines S100A8 et S100A9
3.3.1.Expression a I’état embryonnaire

Les ARN messager des génes de S100a8 et S100a9 chez la souris sauvage sont retrouvés dans le
foie foetal dés le stade E11, mais pas a des stades plus précoces dans le tissu embryonnaire (322, 344). En
revanche, 'ARN messager de S100a8 est retrouvé en forte quantité dans le tissu maternel entourant le tissu
foetal, quand a 'ARN messager de S100a9, il est ponctuellement retrouvé dans des neutrophiles maternels
distribués a l'interface du tissu maternel et feetal au stade E8,5. Les travaux de Lichanska et al. ont montré
qu’au jour 11,5 post-fécondation, 'ARN messager de S100a8 est localisé dans des petites cellules regroupées
tandis que les cellules positives pour TARN messager de S7100a9 sont moins nombreuses, plus larges et qui

contiennent des inclusions, ce qui suggére que ces derniéres auraient la capacité de phagocyter.

L’ensemble de ces études démontrent donc une expression indépendante et/ou différentielle des
génes de S100A8 et S100A9 dans le tissu maternel et foetal. L'expression des genes de S100A8 et S100A9
dans I'embryon ne s'avére cependant pas indispensable a son développement du fait de la génération dans

un premier temps de souris déficientes pour S100a9 (345, 346).

3.3.2.Expression lors de I’lhématopoiése

Au cours de I'hématopoiése, les protéines S100A8 et S100A9 sont exprimées constitutivement par
certaines cellules myéloides comme les neutrophiles et les monocytes. Elles représentent respectivement
environ 45 % du contenu cytosolique chez le neutrophile et entre 1 % et 5 % du contenu cytosolique chez le
monocyte (347). Lors de la différenciation des cellules myéloides en macrophages ou cellules dendritiques,
I'expression de ces protéines est diminuée (322, 348, 349). Chez 'humain, I'expression de ces protéines est
absente chez les cellules souches et progéniteurs des cellules myéloides, cependant leur expression est
observée chez les précurseurs de monocytes et neutrophiles a un stade avancé (350). De plus, des

observations internes a notre laboratoire (effectuées dans le cadre de ma thése de doctorat) de coupes
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d’embryons de souris sauvages marquées simultanément pour S100A8 et S100A9 ont montré I'expression
des protéines S100A8 et S100A9 dans le foie foetal notamment au jour 17 et la présence de cellules
n’exprimant que S100A8, S100A9 ol les deux protéines co-exprimées (Figure 12). En outre, au jour 14 aprés
fécondation, les cellules positives pour S100A8 et S100A9 dans le foie feetal sont des cellules myéloides
matures (322).

Figure 12 : Expression des protéines S100A8 et S100A9 chez I'embryon de souris CD1 au jour 17.
Embryon marqué avec DAPI (bleu), S100A8 (vert) et S100A9 (rouge). F, foie. A et B, Observation magnitude
20x avec vue d’'ensemble (A) et zoom sur une zone du foie (B).

3.3.3.Régulation de I’expression des protéines S100A8 et S100A9

L'expression de S100A8 et S100A9 est finement régulée et peut-étre induite chez des cellules

(d’origine myéloide ou non) par différents stimuli ou lors de certaines pathologies.

3.3.4.Cellules d’origine myéloide

Chez les macrophages et les cellules dendritiques d’origine myéloide, de nombreux signaux peuvent
induire la production de S100A8 et S100A9. Etonnamment, la production individuelle de S100A8 a été

rapportée dans différents contextes. L'équipe du Prof. Geczy a notamment démontré que, dans les
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macrophages murins, la production de S100A8 peut étre induite par différentes cytokines pro- ou anti-
inflammatoires comme [I'lL-10 (Interleukine 10), le TNF (Tumor Necrosis Factor), I'|FNy (interféron y) et le
TGF-B (Transforming Growth Factor-8) (351-355). Lors de dommages cellulaires ou a la suite de la détection
de pathogénes comme des bactéries ou des virus, 'expression des génes de S100a8 et S100a9 est induite
par plusieurs facteurs de transcription comme PU.1, C/EBP- ., C/EBP- 3 et STAT-3 (273). Egalement, la
production de S100A8 et S100A9 est induite par I'IL-10 dans les cellules dendritiques humaines (356).

3.3.5.Cellules d’origine non myéloide

Longtemps considérées comme spécifiques des cellules d'origine myéloides, les protéines S100A8 et
S100A9 sont inductibles dans un grand nombre de cellules d'origine non myéloides. (357). Par exemple, la
déshydratation de I'épiderme entraine I'expression de S7100a8 et S100a9 par les kératinocytes humains (358).
La protéine S100A8 est inductible chez les cellules épithéliales humaines par I'IlL-1a (Interleukine 1a) (359).

Elle est également induite par PGE2 dans les cellules de cancer de la prostate (357).

Plusieurs études font également état de I'expression individuelle de S100A8 et S100A9. Les rayons
UVA induisent I'expression de seulement S7100a8 chez les kératinocytes murins (360). A la suite de I'activation
par le LPS ou lIL-1, les cellules endothéliales produisent seulement S100A8 chez la souris (361). Les
fibroblastes murins peuvent également produire S100A8 en I'absence de S100A9 a la suite de la stimulation
par FGF-2 et I'lL-1P (362).

Les différentes régulations de I'expression suggérent que les protéines S100A8 et S100A9 peuvent
avoir des activités pro- et anti-inflammatoires et également que les homodiméres de S100A8 et S100A9 ont

des fonctions distinctes.

3.4.Fonctions des protéines S100A8 et S100A9
3.4.1.Généralités

Comme évoqué précédemment, les protéines S100A8 et S100A9 sont présentes sous différentes
formes, exprimées constitutivement ou non par différents types cellulaires et sécrétées dans le milieu
extracellulaire (273). De nombreuses fonctions intracellulaires et extracellulaires ont été identifiées depuis
plusieurs décennies. Les cellules produisant S100A8 et S100A9 ainsi que les processus cellulaires affectés

par ces protéines sont résumés dans 'Annexe A.
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3.4.2.Fonctions intracellulaires des protéines S100A8 et S100A9

3.4.2.1. Transport des acides gras saturés

L’hétérodimére de S100A8/A9 a la capacité de lier des acides gras comme l'acide arachidonique
(AA) intracellulaire lorsque la concentration en calcium augmente chez le neutrophile et le kératinocyte (363,
364). La liaison de I'AA se situe a l'extrémité C-terminale de S100A9 et plusieurs études ont montré
l'importance de la thréonine 113 et du motif histidine (103 a 105) dans l'interaction de S100A9 avec I'AA et ses
précurseurs. La liaison de I'AA est inhibée par la liaison de zinc a I'hétérodimére S100A8/A9 (347, 364-366).
En raison de son abondance chez le neutrophile, S100A8/A9 est la protéine la plus disponible pour
l'association de I'AA. Le complexe S100A8/A9-AA est ensuite transporté vers la membrane plasmique, et
libéré dans le milieu extracellulaire. L’AA sert de médiateur lipidique ayant des fonctions pro-inflammatoires.

Le complexe S100A8/A9-AA peut se lier a divers types cellulaires (présenté dans le paragraphe 3.4.4.1.3).

3.4.2.2. Activation de la NADPH oxydase

Via la liaison de I'AA, I'hétérodimére S100A8/A9 peut participer & I'activation de la NADPH oxydase
(367). Le complexe de la NADPH oxydase permet la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) chez
les phagocytes comme les neutrophiles. Ceci confére une activité antimicrobienne ainsi
qu'immunosuppressive a cette enzyme. Le complexe NADPH oxydase est actif a la suite de la liaison de
protéines cytosoliques (p47phoz, p67phox et p40phox) avec une protéine membranaire le cytochrome b558
(368). Le complexe S100A8/A9-AA se lie aux protéines p67phox et Rac?2 et facilite la translocation de 'AA a la
NADPH oxydase ce qui active la respiration oxydative et la production des anions superoxydes (367, 369-
371).

3.4.2.3. Fonctions nucléaires

Les protéines S100A8 et S100A9 ne possédent pas de séquence pour une translocation dans le
noyau, néanmoins de multiples études font état de la présence de ces protéines dans le compartiment
nucléaire. De petite taille (inférieure & 14kDa), ces protéines seraient tolérées pour un transport au travers des
pores nucléaires (372). Plusieurs études ont rapporté leur présence nucléaire dans les kératinocytes murins et
humains (303, 360). A la suite de 'exposition & de fortes doses d’'UVA, S100A8 est fortement produite par les
kératinocytes chez la souris et localisée dans le cytosol et fortement dans le noyau (360). Egalement, dans un
modéle génétique de psoriasis chez la souris, S100A8 et majoritairement S100A9 sont retrouvées dans le
noyau des kératinocytes et S100A9 peut interagir avec les histones suggérant une possible régulation ou
influence sur la transcription de génes notamment de la protéine C3 (composante du systéme du complément)
(303). S100A9 se fixe en amont du site de départ de la transcription de ce géne. Une autre étude a démontré

la forte présence nucléaire de S100A8 et S100A9 dans les carcinomes épidermoides de patient(e) et suggére
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des fonctions associées au contréle du cycle cellulaire et la prolifération (373). Enfin, S100A9 passerait du
cytosol au noyau chez les cellules myéloides Gr1* dans un contexte de septicémie et favoriserait I'expression
des micro-ARN miR-21 et miR181b aux capacités immunosuppressives, voir partie 3.4.5 (374). La présence
individuelle ou non de S100A8 ou de S100A9 rapportées dans le noyau des kératinocytes suggére donc des

fonctions intracellulaires différentes pour ST00A8 et S100A9 et indépendantes de I'hétérodimére.

3.4.3.Mécanismes de sécrétion des protéines S100A8 et S100A9

L’ensemble des protéines de la famille S100 ne possédent pas de peptide signal pour la sécrétion via
la voie conventionnelle mobilisant le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi (375). Leur libération dans
le milieu extracellulaire se produit de différentes fagons notamment par voie passive lors de la nécrose

cellulaire. Ce phénoméne a majoritairement été observé chez le neutrophile pour S100A8 et S100A9 (376).

Les protéines S100A8 et S100A9 sont sécrétées par les phagocytes activés (375). Des travaux
réalisés au sein de notre équipe ont démontré que la stimulation par le GM-CSF, le LPS (Lipopolysaccharide),
les cristaux d’urate monosodique (MSU) et la PMA augmente la sécrétion des protéines S100A8 et S100A9 et
de 'hétérodimére de S100A8/A9 (377, 378). La sécrétion est précédée par le transfert de S100A8 et S100A9
du cytosol au cytosquelette et a la membrane de la cellule. De plus et de fagon similaire a la stimulation par
I'IL-1B, cette voie de sécrétion alternative utilisée par S100A8 et S100A9 est dépendante de la production de
ROS et de l'efflux de potassium (375). Dans ce contexte, la sécrétion n'est pas associée a la formation de
NET ou a la formation de vésicules extracellulaires, les protéines sécrétées étant notamment retrouvées dans
leur forme soluble une fois sécrétées (375). De plus, les protéines S100A8, S100A9 et I'hétérodimére de
S100A8/A9 ne sont pas toujours sécrétés de fagon simultanée chez le neutrophile (375). Cette observation
renforce l'idée que les calgranulines S100A8, S100A9 et leur hétérodimére ont des fonctions spécifiques et
dépendantes des stimuli. D’autres travaux récents montrent, dans une lignée monocytaire (THP-1) stimulée
avec du TNF, que S100A8 et S100A9 sont sécrétées via des lysosomes sécrétoires et leur sécrétion est
augmentée en présence d’IL-10 (379, 380). D'autres études ont montré que S100A8 et S100A9 sont
associées au cytosquelette dans les cellules monocytaires via les filaments intermédiaires ou les microtubules
(322, 338).

L’ensemble des travaux analysant les mécanismes de sécrétion des calgranulines mettent en lumiére
que les formes de ces protéines sont sécrétées par différentes voies alternatives dépendantes du type
cellulaire ainsi que des nombreux stimuli induisant ces voies. En outre, leur sécrétion est sensible aux stimuli
pro- et anti-inflammatoires. Ces observations suggerent encore que les protéines S100A8 et S100A9

participent indépendamment a la régulation de la réponse inflammatoire. Cependant I'ensemble des
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mécanismes précis reste encore non démontré et leur étude est complexifiée par les possibles mécanismes

de régulation autocrine de S100A8 et S100A9 sur ces voies de sécrétion.

3.4.4. Fonctions extracellulaires des protéines S100A8 et S100A9

Les protéines S100A8 et S100A9 sont des DAMP activement sécrétées dans différents
compartiments lors de diverses pathologies dont une majorité de pathologies auto-immunes et auto-
inflammatoires (voir Tableau 7). Ces protéines peuvent coexister en permanence sous forme d’homodimeres,
d’hétérodimeére et d’oligomeéres. Une fois sécrétées, ces DAMP, sous leurs différentes formes, sont capables
d’activer Iimmunité innée et adaptative, et de promouvoir la réparation tissulaire (381). Les modifications post-
traductionnelles abordées précédemment sont également un vecteur de modifications des fonctions
extracellulaires de S100A8 et S100A9.

3.4.4.1. Récepteurs des protéines S100A8 et S100A9
Les protéines S100A8 et S100A9 aux fonctions systémiques, comme le démontrent les nombreux
contextes pathologiques dans lesquels elles sont exprimées et sécrétées, sont capables de se lier a de
nombreux récepteurs dépendamment du tissu et du type cellulaire. L’affinité & ces récepteurs peut-étre trés
différente, des concentrations trés faibles sont suffisantes pour certains alors que certaines activations

requiérent de fortes concentrations (382).

3.4.4.1.1. TLR4 (Toll-like Receptor 4)

Le récepteur TLR4 est un membre des dix récepteurs de la famille des TLR (Toll-like Receptor) et en
est le premier découvert et 'un des plus étudié a ce jour (383). Ce récepteur reconnait des motifs moléculaires
associés aux pathogenes (PAMPs ou pathogen-associated molecular patterns) ainsi que des motifs
moléculaires associés au danger (DAMPs ou damage-associated molecular patterns). Il est composé d'un
domaine membranaire (assurant la reconnaissance et la liaison des ligands) et d'un domaine cytoplasmique,
ce dernier effectuant la transduction du signal. L'un des principaux ligands du TLR4 est une endotoxine de la
membrane externe des bactéries a Gram négatif, le lipopolysaccharide (LPS), qu'il lie avec I'aide de ses co-
récepteurs MD2 et CD14. La liaison du ligand provoque la dimérisation du TLR4, facilitant le recrutement
intracellulaire des protéines adaptatrices MyD88 (Myeloid Differientiation primary response gene 88) et TRIF
(TIR-domain-containing adaptor-inducing interferon-) qui participent a la transduction du signal. Par la suite,
des facteurs de transcription comme IRFs (Interferon Regulatory Factors), NF-kB, CREB et AP-1 sont activés

et contrélent 'expression de génes immunomodulateurs (384, 385).
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S100A8 et S100A9 sont des ligands endogénes du complexe TLR4-MD2 (386). Les travaux de Roth
ont démontré que I'hétérodimére, mais non 'hétérotétramére de calprotectine est capable de fixer le TLR4
gréce a S100A8 qui, via la translocation de MyD88, active les facteurs de transcription IRAK1 (Interleukine-1
receptor-associated kinase 1) et NF-kB conduisant & une augmentation d’expression du TNF (287, 299). Chez
les monocytes humains, la liaison de S100A8 sur le TLR4 active les monocytes de fagon similaire au LPS et
les protége contre 'apoptose (387). Une seconde publication plus récente a présenté a contrario la liaison de
S100A9 au TLR4 et son mécanisme d’activation impliquant le co-récepteur CD14 (388). Cette étude affirme
que l'affinité des liaisons entre S100A8 et I'nétérodimere de calprotectine avec le TLR4 sont plus faibles que
pour S100A9-TLR4. D’autres travaux ont finalement démontré, chez les cellules THP-1, que la liaison de
S100A9 au TLR4 induit I'expression des genes de I'IL-1B, I'IL-6, I'lL-8 et du TNF avec une cinétique

légérement plus courte que I'activation via le LPS (389).

Egalement, la liaison de S100A9 au TLR4 savére trés importante dans le contrdle de la
différenciation des cellules de leucémies myéloides aigués de sous-type 4/5 (390). Globalement, la liaison de
S100A8 et S100A9 au TLR4 est liée a de nombreuses maladies inflammatoires comme ['arthrite rhumatoide,

le psoriasis ou la maladie de Crohn (303, 391, 392).

3.4.4.1.2. RAGE (Receptor for Advanced Glycation End products)

Le récepteur RAGE appartient a la superfamille des immunoglobulines (393). De nature
membranaire, ce récepteur possede 3 variants d’épissage et une forme soluble (394). Ce récepteur posséde
de nombreux ligands endogénes a savoir les produits de glycation avancé (395), HMGB1 (High Mobility Group
Box-1) (396) et les protéines de la famille des protéines S100 (298). La liaison de S100A8 et S100A9 a RAGE
a été découverte chez les cellules cardiaques primaires de souris. Les travaux de Turoskaya et al ont

démontré que la glycosylation de RAGE est importante pour la liaison de S100A8 et S100A9.

Ce récepteur est exprimé chez les cellules endothéliales, les monocytes, les macrophages, les
neutrophiles ou encore les plaquettes. L'activation du récepteur RAGE par S100A8 et S100A9 est liée a divers

cancers et maladies inflammatoires.

Lorsque S100A8 et S100A9 se lient a RAGE, il y a activation des voies de signalisations p38 MAPK
et NF-kB. Cela conduit & la production de S100A8 et S100A9, créant une boucle de rétroaction positive liée a
linflammation chronique (397, 398). Les fonctions de la liaison de S100A8 et S100A9 a RAGE dans les
maladies inflammatoires comme ['arthrite ou le psoriasis sont peu connues (399). Les liaisons a TLR4 et a

RAGE sont a I'heure actuelle les mieux caractérisées, mais d’autres interactions ont été découvertes.
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3.4.4.13. CD36
Le CD36 est une glycoprotéine transmembranaire que l'on retrouve a la surface des cellules
adipocytaires (400), les macrophages (401) ou les cellules endothéliales (402). L'AA se lie @ S100A8/A9, et
S100A8/A9 interagit avec le CD36 pour faciliter la prise en charge de I'AA par les cellules endothéliales (363).
Une autre étude de Wang et al témoigne de l'interaction de S100A9 et du CD36 en lien avec la thrombose ou

S100A9 sécrétée par les plaquettes favoriserait le développement de thrombus (403).

3.4.4.1.4. CD33 (Siglec-3)

Le CD33 est une glycoprotéine transmembranaire exprimée par la majorité des cellules myéloides
matures & savoir les neutrophiles, éosinophiles, monocytes, macrophages et cellules dendritiques et leurs
progeénitrices hématopoiétiques (404). Une seule étude fait part de l'interaction de S100A9 avec le CD33 qui
participerait a I'induction et 'accumulation de cellules myéloides immunosuppressives dites MDSC (Myeloid-

Derived Suppressive Cells) en lien avec le syndrome myélodysplasique (405).

3.4.4.1.5. EMMPRIN (Basigin, CD147) et Neuroplastin-f3

Récemment, Hibino et al ont proposé deux nouveaux récepteurs pour S100A8 et S100A9 liés a la
dermatite atopique et le développement des mélanomes (406). Une premiere étude a identifié EMMPRIN
(Extracellular matrix metalloproteinase inducer), qui est une glycoprotéine exprimée par les mélanomes.
S100A9, mais non S100A8 se lie a EMMPRIN et favoriserait la migration des cellules cancéreuses. Dans un
second temps, ils ont identifié la glycoprotéine neuroplastin-B, un récepteur membranaire coexprimé avec
EMMPRIN chez les kératinocytes humains, comme étant un nouveau récepteur de S100A8. La Neuroplastin-
est capable de s’hétérodimériser avec EMMPRIN, permettant ainsi a la calprotectine de se lier & ce complexe.
L'activation de I'hétérodimeére neuroplastin-B-EMMPRIN activerait la prolifération des kératinocytes et

linflammation de la peau (407).

3.4.4.2. Propriétés antimicrobiennes
Les protéines S100A8 et S100A9 sont fortement retrouvées au lieu d'inflammation, mais aussi dans
le cadre d’'une infection. La concentration de calprotectine sécrétée dans ce type de microenvironnement est
suffisante pour pouvoir lier les ions divalents comme notamment le manganése, le zinc. L'activité
antimicrobienne et antifongique de la calprotectine proviendrait de la chélation de ces ions (332, 408, 409). La
formation de NET (Neutrophil Extracellular Trap) favoriserait aussi la fixation des ions par la calprotectine

(409). Indépendamment de la fixation d'ions divalents manganése et zinc, la calprotectine inhiberait la
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croissance du pathogéne de la maladie de Lyme par un autre mécanisme méconnu (410). Ces propriétés

antimicrobiennes de S100A8/S100A9 sont en outre rapportées dans les kératinocytes (411).

3.4.4.3. Activation et production de cytokines et chimiokines

La présence de S100A8 et S100A9 dans le milieu extracellulaire induit également I'activation des
cellules immunitaires, la dégranulation des neutrophiles ainsi que la sécrétion de cytokines et chimiokines par
les cellules de I'immunité innée (63, 299). En circulation, ces protéines activent I'expression d'intégrines
(CD11b/CD18) chez les neutrophiles et monocytes afin de faciliter la migration au travers de la membrane
endothéliale jusqu’au site de l'inflammation (412). De plus, S100A9 active la phagocytose via les récepteurs
aux compléments et aux FcyR (Récepteur des fragments constants des immunoglobulines de type 19G) chez
le neutrophile ainsi que la dégranulation de leurs granules secondaires et tertiaires (63, 413). En outre,
S100A8 et S100A9 activent la production et sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-13, TNF, IL-8)
et chimiokines (CXCL1, MIP-a et B) chez le monocyte via l'activation du facteur NF-kB (414). La forme
phosphorylée de S100A9 en association avec S100A8 active I'expression des génes de I'lL-1B, I'lL-6 ou
encore du TNF via le TLR4 dans une lignée humaine de neutrophile (340). Enfin, ces calgranulines activent et
induisent la sécrétion de cytokines et chimiokines d’autres types cellulaires comme les cellules endothéliales

(412), les synoviocytes (415), les cellules NK (416) ainsi que la prolifération des kératinocytes (417).

3.4.4.4. Réaction allergique

S100A9 protége contre la réponse inflammatoire des lymphocytes CD4* auxiliaires de type 2 dans un
modéle d’asthme induit par l'injection intranasale d’extrait de I'allergéne Alternaria alternata. Dans ce modéle
les souris déficientes pour S7100a9 ont une réaction allergique plus forte dans les poumons, caractérisée
d’abord par une augmentation de la résistance des voies aériennes, puis par une plus importante production
d’IL-13, d'lgE ainsi qu'un recrutement plus intense d'éosinophiles et de lymphocytes Th2. De plus,
I'accumulation de lymphocytes T CD4* régulateurs dans le poumon est diminuée (418). Malgré les fonctions
pro-inflammatoires identifiées pour la protéine S100A9, celle-ci peut orienter vers une réponse adaptative
régulatrice et diminuer I'inflammation possiblement via un mécanisme mettant en jeu les fonctions des cellules
dendritiques (419).

3.4.4.5. Contrdle de la prolifération et différenciation
Les protéines S100A8 et S100A9 ont la capacité d'agir sur la prolifération et la différenciation de
différents types cellulaires, myéloides et non myéloides. La délétion de S700a9 augmente la prolifération
cellulaire dans la peau traitée avec le TPA dans un modéle de carcinome de la peau (420). L'hétérodimére de
S100A8/A9 induit la prolifération des kératinocytes humains normaux jusqu’a environ 100ng/mL, mais des

concentrations plus fortes diminuent la prolifération (421).
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Les travaux de Laoued] et al. publiés avec le Pr Frédéric Barabé ont montré que liaison S100A9-
TLR4 augmente la différenciation des cellules LMA murines et de patients, mais cette fonction est inhibée par
des concentrations faibles de S100A8 extracellulaire (390). S100A8 induit par ce biais la prolifération des
cellules LMA et aussi possiblement par une voie alternative en interagissant avec un autre récepteur qui,

activé, inhiberait la voie de signalisation du TLR4.

D'autres travaux concernant la myélopoiése chez des souris sauvages naives ont montré que la
stimulation de cellules souches hématopoiétiques de phénotype LSK (Lineage Scal* c-Kit*) avec S100A8

promeut le développement des cellules myéloides (422).

3.4.5.Fonctions liées a la migration cellulaire

S100A8 et S100A9, protéines constitutives du cytosol des monocytes et neutrophiles, possédent la
capacité de lier de nombreuses composantes du cytosquelette comme la kératine, la vimentine ou encore
I'actine, participant ainsi a la stabilisation du cytosquelette (337, 338, 378, 423, 424). La protéine S100A9
phosphorylée en thréonine 113 peut favoriser la migration cellulaire en se fixant aux microtubules et
permettant leur dépolymérisation. Cette action faciliterait la migration transendothéliale des cellules vers un
site d'infection ou inflammatoire (337, 338), une fonction confirmée par la diminution des capacités de
migration des neutrophiles de souris déficiente pour S100a9 en réponse a l'interleukine 8 (IL-8) (345).

S100A8 et S100A9 sont deux signaux de danger sécrétés ayant également une activité
chimioattractive pour les leucocytes a des concentrations de I'ordre de 108 et 10'°M (Figure 13). Chez
I'humain, les protéines S100A8 et S100A9 possédent une activité chimioattractante cependant pour I'attraction
des neutrophiles cela reste controversé et I'oxydation des protéines contrdle ce processus (425, 426). Dans un
contexte cancéreux, les protéines S100A8 et S100A9 sont chimioattractantes pour des lignées cellulaires de
mélanomes (407). La protéine S100A9 est connue pour faciliter 'adhésion des phagocytes comme les
granulocytes et monocytes a la fibronectine, le fibrinogéne et aux cellules endothéliales par l'induction de
I'expression du CD11b et CD18 (427). In vivo chez la souris, l'injection de S100A8 ou S100A9 dans le modéle
de poche d'air induit l'infiltration de cellules myéloides principalement de neutrophiles et monocytes (330, 427,
428). En réponse a divers stimuli pro-inflammatoires comme les cristaux d’urate monosodique, le LPS ou a la
suite de l'infection par Streptococcus pneumoniae, l'injection d’anticorps dirigés contre S100A8 et S100A9

réduit le recrutement de neutrophiles, monocytes et macrophages (377, 427).

Plusieurs groupes ont étudié le lien entre les protéines S100A8 et S100A9 et I'expression des

métalloprotéases matricielles (MMPs) qui sont des enzymes protéolytiques ayant la capacité de dégrader les

49



composantes de la matrice extracellulaire comme le collagéne. La sécrétion de MMPs est liée a la migration
cellulaire et au remodelage tissulaire. Chez les macrophages murins, les protéines S100A8 et S100A9
peuvent induire I'expression de MMP-2, 3, 9, 12 et 13 (429-431). Cependant, I'hétérodimére de S100A8/A9

serait capable d'inhiber 'activité des MMPs via la séquestration des ions zinc essentiels & leur activité (432).
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Figure 13 : Mécanismes d’activation des cellules endothéliales chez la souris par les protéines S100A8
et S100A9 et de I'effet chimioattracteur sur les leucocytes. Schéma issu de la revue de Kessel, Holzinger
et Foell, 2013 (433).

3.4.6.Fonctions liées a I'activité suppressives

Depuis quatre décennies des cellules myéloides capables de supprimer la réponse immunitaire ont
été observées en réponse a la progression de tumeurs cancéreuses (434). En 2007, ces cellules ont été
classifiées sous l'appellation MDSC (Myeloid-derived suppressor cells) et le phénotype de ces cellules
myéloides chez la souris est CD11b* Gr-1* (435). Les MDSC sont une famille hétérogene contenant des PMN-
MDSC (Polymorphonuclear-MDSC) phénotypiquement et morphologiquement similaires aux neutrophiles et
M-MDSC (Monocytic-MDSC) similaires de la méme maniere aux monocytes. Ces cellules sont identifiées lors

de la stimulation permanente du systéme immunitaire innée par des infections chroniques, de I'inflammation
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ou lors du développement de cancers. Cette stimulation entraine une myélopoiése persistante et le
développement de cellules aux propriétés suppressives notamment en exprimant une multitude de facteurs
parmi lesquels on retrouve ARG1, iNOS, le TGFB, et I'lL-10 (434). Les protéines S100A8 et S100A9 sont
reconnues dans plusieurs études comme des marqueurs de caractérisation et comme des facteurs de l'activité
suppressives des MDSC. La protéine S100A9 présente a la surface des MDSC est utilisée comme cible
thérapeutique par des « peptibodies » et sa neutralisation entraine une suppression des MDSC et une
diminution du développement tumoral chez la souris (436). Egalement, dans un modéle de choc septique chez
la souris, une équipe démontre que la forme non phosphorylée de S100A9 dans les cellules CD11b* Gr-1*
passe du cytosol au noyau et joue un réle de cofacteur de la transcription des micro-ARN miR-21 et miR-181B
par son interaction avec les facteurs de transcription Stat3 er C/EBPJ (374, 437). Leurs études montrent que
I'expression de miR-21 et miR-181B favorise le développement des MDSC dans les phases précoce et tardive

du choc septique et le processus de translocation de S100A9 au noyau est dépendant de I'lL-10.

3.4.7.Les souris déficientes pour S100a8 et S100a9

La génération de modeles déficients pour ces protéines fut nécessaire afin de déterminer avec
précision comment S100A8 et S100A9 régulent la réponse inflammatoire. Les souris déficientes pour S100a9
ont été les premiéres générées au début des années 2000 par deux équipes avec des stratégies de délétions
similaires (345, 346). Elles ont été intensément caractérisées depuis, voir le Tableau 6 regroupant les
phénotypes. Les souris déficientes pour S100a9 ont été utilisées dans plusieurs modéles d’inflammation
chronique et aiglie et ces études démontrent des mécanismes différents de S100A9 dans le controle de
linflammation (303, 420). Dans certains cas, les souris déficientes pour S100a9 a I'état naif ne présentent pas
de différences dans leur nombre de leucocytes circulants, mais une étude plus récente démontre une
augmentation du nombre de monocytes et neutrophiles dans la moelle osseuse (Tableau 6). Des études
montrent aussi une altération de la migration des phagocytes et une diminution de la polymérisation du

cytosquelette (Tableau 6).

Deux études ont démontré que la délétion de I'exon 2 du géne codant pour S100A8 est |étale a I'état
embryonnaire (344, 438). Cependant, nous avons développé des souris déficientes pour S100a8 viable grace
a la délétion des deux exons codants de ce gene. La caractérisation des souris déficientes pour S100a8 sera

abordée et discutée dans le chapitre 2 de ce manuscrit.
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Processus Phénotype Références
Différenciation des Nombre de leucocytes circulant similaire aux souris sauvages
cellules myéloides (345, 346)
Différenciation des progéniteurs hématopoiétiques amoindris
avec G-CSF et M-CSF (345)
Nombre de monocytes et granulocytes dans la moelle
osseuse augmenté (439)
Cytosquelette Aucune différence de taille et granulosité des neutrophiles
Accumulation augmentée d'actine F dans les pseudopodes | (346)
des neutrophiles non stimulés
Diminution de la polymérisation des microtubules
Diminution de l'activation des GTPases CDC42 et Rac (338)
Migration des cellules | Diminution in vitro de la migration induite par I'lL8 et
myéloides leucotriene B4
Absence d'augmentation de I'expression du CD11b en (345)
présence d'IL-8
Pas de différence de migration des neutrophiles in vivo
Diminution de la migration des granulocytes in vitro (338)
Expression du CD11b diminuée chez les neutrophiles (440)
Phagocytose Phagocytose d'E. Coli similaire aux souris sauvages chez les
monocytes et neutrophiles (346)

Métabolisme du
calcium

Similaire aux souris sauvages
Altérer en réponse aux chimiokines CXCL2 et CXCL1

(346), (441)

Apoptose

Taux d'apoptose similaire aux souris sauvages

(346)

Expression d'autres
calgranulines

Présence d’ARN de S100A8, mais absence d'expression de
la protéine S100A8 dans les cellules myéloides matures

Expression de S100A1 et S100A4 similaires aux souris
sauvages

(346)

Tableau 6 : Phénotypes des souris déficientes pour S100a9 naives.

3.4.8.Fonctions dans les pathologies auto-immunes

3.4.8.1.

Depuis leur découverte, la présence de S100A8 et S100A9 est relevée dans de nombreuses

Dans le cadre de cette thése, nous porterons notre attention sur les fonctions de S100A8 et S100A9

Généralités

inflammatoires ou ces protéines sont détectées.

dans l'arthrite rhumatoide et le psoriasis.
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3.4.8.2. La calprotectine : biomarqueur de plusieurs maladies auto-
immunitaires.

La mesure de la concentration de calprotectine sécrétée, est utilisée comme biomarqueur en clinique
pour les maladies inflammatoires de l'intestin (MIl) et proposée comme biomarqueur dans d’autres maladies
auto-immunes. Tout d’abord, chez les patient(e)s arthritiques, la concentration de la calprotectine dans le
sérum est élevée dans les phases actives et diminue lors de thérapies efficaces (311). La mesure permet
également de prédire de futurs dommages aux articulations chez les patient(e)s arthritiques et atteint(e)s
d’arthrite psoriasique (311, 442). Ensuite, dans un contexte d’inflammation intestinale la calprotectine est
sécrétée au niveau de la lumiére intestinale et retrouvée dans les selles des patients (443). La mesure de la
calprotectine fécale corréle avec les symptémes des patients atteints de la maladie de Crohn et colite
ulcéreuse (444). Tout comme chez les patients arthritiques, la calprotectine mesurée dans les selles permet
de prévenir une rechute des symptdémes aprés traitement (445). Enfin, la mesure de la calprotectine sérique
des patient(e)s atteint(e)s de psoriasis corréle avec la sévérité de la malade et l'efficacité des traitements
(446).

53



Pathologies

Protéines S100 retrouvées

Sources

Références

Arthrite rhumatoide S100A8/A9, S100A12 Sérum, fluide synovial | (447) (448)
Arthrite psoriasique S100A8/A9, S100A12 Sérum, fluide synovial (447)
Arthrite idiopathique juvénile (AJI) S100A8/A9, S100A12 Sérum, fluide synovial (449)
Goutte S100A8/A9, S100A12 Sérum, fluide synovial | (450) (451)
Spondylarthrite S100A8/A9, S100A12 Sérum, fluide synovial 452
FMF S100A8/A9, S100A12 Sérum (453, 454)
PAPA S100A8/A9 Sérum 453
Maladie de Crohn S100A8/A9 Sérum, féces, tissu (455)
Colite ulcéreuse S100A8/A9, S100A12 Sérum, féces, tissu (456, 457)
Parodontite S100A8/A9 Fluide gingival, Tissu 458
Maladie d'Alzheimer S100A9, S100A12 Cerveau (459)
Maladie de Parkison S100A9 Cerveau (460)
Sclérose en plaque S100A8, S100A9, S100A8/A9 Sérum, Iésions (461)
Ischémie S100A8/A9 Microglie 462
Psoriasis S100A8/A9, S100A12 Sérum, Peau (446)
Dermatite de contact S100A8, S100A9, S100A12 Peau (463)
Lichen plan S100A8, S100A9, S100A12 Peau 464
Fibrose cystique S100A8/A9, S100A12 Sérum. Expectoration (465-467)
Syndrome de détresse respiratoire aigu S100A8/A9, S100A12 Tissu, BALF (468)
Asthme S100A8, S100A9, S100A12 Expectoration, tissu (469, 470)
Bronchite chronique S100A8/A9 BALF 471)
Macrophages
Pneumomie S100A8/A9, S100A12 alvéolaire (472)
Fibrose pulmonaire idiopathique S100A9 BALF, tissu 473
Sérum, Plasma,
Athérosclérose S100A8, S100A9, S100A12 Plaque (474, 475)
Diabéte de type Il S100A8/A9, S100A12 Sérum (476, 477)
Obésité S100A8/A9 Sérum 478
Lupus systémique érythémateux S100A8/A9 Sérum, rein (479)
Maladie de Kawasaki S100A8/A9, S100A12 Sérum (480, 481)
Syndrome de Sjérgen S100A8/A9 Sérum, salive (482)

Tableau 7: Les protéines S100A8, S100A9, S100A12 dans les pathologies inflammatoires et
immunitaires.
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3.4.9.Fonctions des protéines S100A8 et S100A9 dans I’arthrite rhumatoide

3.4.9.1. Chezl’humain

Une premiére étude de 1987 a démontré la présence de S100A9 et I'hétérodimére de S100A8/A9
dans les monocytes et neutrophiles infiltrant la membrane synoviale (483), et que ces protéines sont
retrouvées en forte concentration a la jonction du cartilage et du pannus la ou la dégradation du cartilage et
I'érosion osseuse sont maximales (484, 485). La concentration des protéines S100A8 et S100A9 est
augmentée dans le sérum et elles sont surexprimées dans le liquide synovial de patient(e)s atteint(e)s
d’arthrite rhumatoide (Tableau 7). De plus, les taux corrélent avec la sévérité de la maladie (309, 486-488). La
production de S100A8, S100A9 et de I'hétérodimére dans l'arthrite rhumatoide s'avére étre concentrée
majoritairement aux articulations concernées et ces protéines contribuent aux mécanismes de l'immunité
innée favorisant l'inflammation articulaire. Il a été montré que la calprotectine sécrétée par les macrophages
tissulaires amplifie la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires via I'activation des voies NF-kB et p38 MAPK
(489). Il est également important de noter que les protéines S100A8 et S100A9 sont produites par les
ostéoblastes et ostéoclastes ainsi que les chondrocytes chez la souris naive (348). S100A8 et S100A9, mais
pas la calprotectine, stimulent la production de cytokines pro-inflammatoires et de métalloprotéases par les
chondrocytes, favorisant ainsi la dégradation du cartilage (490). Récemment, une étude a démontré la
présence de S100A9 phosphorylée en Thr113 dans le liquide synovial de patients arthritiques (340, 491).
Leurs travaux ont montré que la forme phosphorylée de S100A9 induit la sécrétion de cytokines comme I'lL-1,
le TNF, I'lL-6 et CXCL8 chez une lignée neutrophilique différenciée HL-60 via 'activation du TLR4 (340).

La calgranuline S100A12 est également présente chez I'humain dans un contexte arthritique. Sa
concentration dans le liquide synovial est en général 10 fois moindre que I'hétérodimére de S100A8/A9 (492).
Récemment, il a ét¢ montré que S100A12 facilite la différenciation des monocytes humains en ostéoclastes in
vitro (493).

3.4.9.2. Chez la souris

L'utilisation de différents modéles d'arthrite rhumatoide chez la souris a conduit a l'identification de
nombreuses fonctions pour S100A8 et S100A9, parfois controversées. Plusieurs études ont eu recours aux
souris déficientes pour S100a9 dans différents modéles d'arthrite. L'arthrite induite par l'injection de mBSA
(Methylated Bovin Serum Albumin) est moins sévére chez les souris S100a9”- notamment par une réduction
de la destruction du cartilage par les métalloprotéases MMP3, 9 et 13 (429). Cette méme étude montre que la
stimulation de macrophages in vitro avec S100A8 et S100A8/A9 active la transcription des génes de ces
mémes métalloprotéases. In vivo, l'injection intra-articulaire de la protéine S100A8 chez les souris de type
C57BL/6 induit une inflammation des articulations (429).
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Cependant, la délétion de S100a9 dans le modéle d’arthrite K/BxN ne présente aucune différence de
score clinique ou de gonflement des articulations comparées aux souris sauvages (494). Cette méme étude
compare également le modéle d'arthrite induite par le collagéne. Dans ce modéle les souris déficientes pour
S100a9 présentent une légére augmentation non significative du gonflement des articulations et du score
clinique (494). Cela suggere que différentes fonctions de S100A9 sont observées dépendamment du modéle

utilise.

Il faut également prendre en compte I'absence de production de la protéine S100A8 chez les souris
déficientes pour S700a9. S100A8 et S100A9 ayant en outre des fonctions a la fois intracellulaires et
extracellulaires, la délétion de S7100a9 entraine la perte de toutes ces fonctions. Afin d'étudier spécifiquement
les fonctions extracellulaires de S100A9 dans I'arthrite, notre laboratoire a neutralisé S100A9 a laide d'un
anticorps bloquant dans le modéle d’arthrite induite par le collagéne (495). Les travaux de Cesaro et al.
démontrent que le traitement de I'arthrite induite par le collagéne par un anticorps anti-S100A9 améliore les
symptdmes de la maladie en diminuant l'infiltration cellulaire et la présence de cytokines pro-inflammatoires
dans le sérum et les articulations. La diminution de l'infiltration des neutrophiles et des monocytes dans les
souris traitées avec I'anti-S100A9 confirme I'importance de S100A9 et de I'hétérodimére de S100A8/A9 dans
I'adhésion et la transmigration au travers de la barriére endothéliale lorsque déposée sur 'endothélium au site
inflammatoire (496, 497).

Ces travaux sont en accord avec le modéle selon lequel S100A9 et la calprotectine sont deux
facteurs pro-inflammatoires liés au développement de l'arthrite et de l'inflammation dans le synoviale. Ces
protéines auraient des fonctions autocrines et paracrines. Une fois sécrétées dans larticulation, elles
favoriseraient linfiltration de leucocytes, la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoire et I'activation des

cellules environnantes (immunitaires ou non) notamment les fibroblastes (498).

Quelques études ont exploré les fonctions de S100A8 dans I'arthrite chez la souris. Dans le modéle
d’arthrite K/BxN, une premiere étude suggére que S100A8 promeut I'engagement des cellules souches
hématopoiétiques et des cellules progénitrices vers la myélogenése (422). Chez ces souris arthritiques,
I'expression des génes S7100a8 et S100a9 est augmentée dans les cellules souches hématopoiétiques et les
cellules progénitrices. De plus, le traitement des cellules souches hématopoiétiques LSK de ces souris
arthritiques avec de la protéine S100A8 recombinante augmente la production de cellules Gr1*CD11b* et
d’'ostéoclastes via un mécanisme possiblement dépendant de l'interaction avec le récepteur TLR4. De plus,

dans différentes études in vitro, Van Lent et al. ont montré que S100A8 augmente I'expression des récepteurs
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d’lgG chez les macrophages via la liaison au TLR4 ainsi que la différenciation des monocytes en ostéoclastes
(439, 499). Enfin, l'inhibition de S100A8 avec un anticorps bloquant réduit le recrutement de leucocytes au site
inflammatoire induit par S100A8 (428, 500).

Méme si plusieurs études réalisées in vitro ont identifi¢ des fonctions pro-inflammatoires pour
S100A8, I'absence d’'une souris déficiente pour S700a8 viable a limité le champ d'études du réle de S100A8
dans linflammation chronique. Il est essentiel de rappeler que des fonctions anti-inflammatoires ont été
rapportées pour S100A8 et ces fonctions sont dépendantes notamment de I'oxydation de S100A8 (voir
3.2.2.2). L'expression du géne de S100A8 par les macrophages est induite par les glucocorticoides et I'lL-10
(353, 354) et S100A8 extracellulaire peut induire l'expression d’IL-10 (501). Egalement, la protéine S100A8
oxydée réduit la dégranulation des mastocytes induite par la liaison d'IgE et la sécrétion de cytokines (502,
503).

Au regard de I'ensemble des travaux, il apparait que les protéines S100A8 et S100A9 ont des rdles
importants dans l'inflammation chronique arthritique et les études chez la souris présentent des fonctions pro-
inflammatoires claires pour S100A9 et I'hétérodimére de S100A8/A9. Cependant, les fonctions de S100A8

demeurent controversées.
3.4.10. Fonctions des protéines S100A8 et S100A9 dans le psoriasis

3.4.10.1. Chez I'humain

Les protéines S100A8 et S100A9 sont présentes dans les biopsies de peaux psoriasiques de
patient(e)s atteint(e)s d'arthrite psoriasique (243, 504-506). Dans les plaques psoriasiques, S100A8 et
S100A9 sont fortement concentrées dans le cytoplasme et le noyau des cellules de I'épiderme. Chez les
patient(e)s psoriasiques, les protéines S100A8 et S100A9 sont fortement retrouvées dans les zones
lésionnelles, alors qu'elles sont faiblement produites par la peau non Iésionnelle de ces patient(e)s (507).
Similairement aux patient(e)s arthritiques, la concentration de I'hétérodimére S100A8/A9 est élevée dans le
sérum des patient(e)s psoriasiques, et la concentration est proportionnelle au degré de la maladie (508). Les
génes codants pour S100A8 et S100A9 se situent dans une région de susceptibilité du psoriasis, a savoir le
locus PSORS4 sur le chromosome 1g21 regroupant également des génes de marqueurs de la différenciation
de I'épiderme comme la profilaggrine et l'involucrine (227, 509, 510). Il a été montré que le géne S7100a9 est
anormalement méthylé dans la peau de patient(e)s contenant des Iésions psoriasiques (511). Les
kératinocytes sont les principales cellules productrices de S100A8 et S100A9 dans la peau en réponse a des
stimuli pro-inflammatoires comme I'lL-1a, le TNF, I'FN-y, I'IL-1B, I'lL-22 et I'lL-17 (512-514). L'oncostatine M

(OSM), qui est une cytokine de la famille de I'lL-6, est retrouvée dans la peau psoriasique. L'OSM supprime
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I'expression des marqueurs de différenciation des kératinocytes, mais induit I'expression des génes de
S100A8 et S100A9 (515). L'ensemble des études chez I'humain montre les protéines S100A8 et S100A9

comme médiateurs potentiels dans le psoriasis.

3.4.10.2. Chez la souris

Plusieurs fonctions ont été identifiées pour S100A8 et S100A9 a I'aide des différents modéles murins
reproduisant les symptdmes du psoriasis. Tout comme chez I'humain, les génes des protéines S100A8 et
S100A9 sont surexprimés dans I'épiderme de souris psoriasiques (303) et les protéines sont observées dans
différents modéles comme les souris déficientes pour Jun et Junb dans I'épiderme (ou modéle DKO*) (303),
les souris déficientes pour la tristetraproline (TTP) (287), les souris K14-Angptl6 transgéniques (516) ou
encore les souris traitées avec I'imiquimod (517, 518). Une étude s’est intéressée a la méthylation du géne
S100a9 et a montré que I'expression du géne S100a9 est régulée par I'hydroxyméthylation via 'enzyme TET2
(Ten-eleven translocation 2) dans le modéle de psoriasis induit par 'imiquimod (511). De fagon analogue a
I'humain, les protéines S100A8 et S100A9 sont retrouvées fortement exprimées dans I'épiderme psoriasique
et se localisent dans le cytosol, la membrane plasmique et le noyau (303). De plus, les cellules immunitaires
qui s'infiltrent au travers du derme et I'épiderme produisent S100A8 et S100A9, notamment les neutrophiles
(516, 519).

A ce jour, seule la délétion de S100a9 a été étudiée chez la souris dans différents modéles de
psoriasis. La délétion de S700a9 dans le modéle DKO* diminue les concentrations d’IL17A, IL-17F, IL-23, IL-
23R et IL-12p40 dans le sérum (303). La présence de macrophages, neutrophiles et lymphocytes CD4* et
CD8* dans le derme s’en trouve amoindris. Enfin, I'épaississement de I'épiderme est également réduit. La
méme étude décrit les conséquences de la délétion de S100a9 sur le psoriasis induit par I'imiquimod en
comparant les souris S100a9* et S100a9* mais non au souris sauvage (303). Les souris homozygotes
traitées a I'imiquimod ont une hyperplasie de I'épiderme moins importante que les souris hétérozygotes. De
plus, I'étude mentionne une faible détection de TARNm de S100A8 dans les souris S100a9 et attribue ainsi le
phénotype des souris S100a9” a 'absence de I'hétérodimére S100A8/A9. La protéine S100A9 est capable de
passer du cytosol au noyau des kératinocytes ou elle interagit avec la région promotrice du géne codant pour
C3 (Complément 3) et active son expression (303). La sécrétion accrue du C3 en plus de S100A8-S100A9
chez les kératinocytes entretiendrait I'inflammation au sein de I'épiderme ainsi que I'hyperplasie, et cette
fonction est conservée chez 'humain.

D’autres travaux de Vogl et al ont révélé un phénotype différent & la délétion de S700a9. Dans les
souris TTP* surexprimant le TNF et développant spontanément des symptémes de dermatite, la délétion de
S100a9 augmente la gravité des symptdmes de type psoriasique avec une réponse inflammatoire et une

hyperprolifération de I'épiderme dés les premiers jours suivant la naissance. En outre, I'expression des
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marqueurs de différenciation K10 et loricrine est remarquablement réduite (287). En absence de S100A9, les
souris psoriasiques expriment de nouveau I'homodimére de S100A8. Les auteurs expliquent que
'homodimére actif de S100A8 est pro-inflammatoire et qu’en I'absence de S100A9, il n'y a pas de formation
d'un tétramére composé de deux hétérodimeres de calprotectine. lls affirment que la formation du tétramére
est liée a un mécanisme d’auto-inhibition de linflammation qui, lorsque formée, empéche la liaison de
S100A8/A9 au TLR4/MD2 (287). Ces travaux mettent en avant 'importance des fonctions de I'hétérodimére
de calprotectine in vivo et démontreraient une contribution négligeable aux homodiméres de S100A8 et
S100A9.

Ainsi, 'ensemble des études mentionnées présentent différentes fonctions pour S100A8 et S100A9
dans plusieurs modéles de psoriasis. L'utilisation des souris déficientes pour S7100a9 montre des phénotypes
différents selon le modéle animal utilisé. Malgré des fonctions pro-inflammatoires et anti-inflammatoires
identifiés pour I'hétérodimére de S100A8/A9, les fonctions de S100A8 et S100A9 dans la pathogenése du

psoriasis restent donc controversées.
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Chapitre 1 Hypothese et objectifs du projet

1.1Mise en contexte

Les protéines S100A8 et S100A9 sont deux petites protéines fixatrices des ions Ca?. Elles existent
sous forme d’homodiméres non covalents et peuvent former un hétérodimére, la calprotectine (520). Ces
protéines sont des DAMP et ont de nombreuses fonctions liées & l'inflammation (399). Nous avons pu
apprécier dans I'introduction de cette thése que ces fonctions sont plus largement associées a de nombreuses
maladies dont les maladies auto-immunitaires parmi lesquelles figurent 'arthrite rhumatoide et le psoriasis
(489, 504). S100A8 et S100A9 sont fortement retrouvées dans le liquide synovial et le sérum des patients

arthritiques ainsi que dans les plaques psoriasiques (399).

Ces protéines agissent sur différents processus de l'inflammation. S100A8 et S100A9 activent la
production et sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et chimiokines chez le monocyte (414). S100A8
possede en outre une trés forte activité chimioattractante pour les neutrophiles et monocytes (425).
Cependant, plusieurs études démontrent des fonctions anti-inflammatoires pour S100A8 liées & son oxydation
(333, 354). Les protéines S100A8 et S100A9 ont également la capacité d’agir sur la prolifération et la
différenciation des cellules. Une étude dans nos laboratoires a montré que S100A9 augmente la
différenciation des cellules LMA murines et de patients et cette fonction est inhibée par des concentrations
faibles de S100A8 extracellulaire. S100A8 induit également la prolifération des cellules LMA (390). D'autres
travaux ont cependant montré que la stimulation de cellules souches hématopoiétiques avec S100A8 promeut

le développement des cellules myéloides in vitro (422).

Nous avons également présenté les fonctions connues de S100A9 dans différents modéles de
maladie auto-immune. Notre laboratoire a notamment démontré que S100A9 contribue au développement de
I'arthrite rhumatoide induite chez la souris (495). De plus, les souris déficientes pour S100a9 ont été étudiées
dans différents fonds génétiques et différents modéles de maladies auto-immunes comme le psoriasis et ces
travaux démontrent des fonctions pro-inflammatoires, mais aussi anti-inflammatoires (287, 303). L'absence
d’'une souris déficiente pour S100a8 ne permet pas a ces études de conclure et comparer les fonctions de ces
protéines. En outre, les fonctions distinctes de 'hétérodimére de S100A8/A9 et des homodiméres de S100A8

et S100A9 in vivo sont toujours peu connues.
Notre laboratoire avait développé la premiére souris S700a8* et obtenu des résultats préliminaires

démontrant que S100A8 est protectrice dans le modéle darthrite induite par le collagéne et de psoriasis induit

par I'imiquimod. La caractérisation des fonctions précises de S100A8 a l'aide de cette souris déficiente s'avere
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essentielle pour identifier et différencier les fonctions de S100A8 et S100A9. Des expériences préliminaires de
caractérisation des souris déficientes pour S100a8 étaient déja réalisées a mon arrivée et ces travaux
devaient étre approfondis. De plus, la comparaison des phénotypes des souris déficientes pour S700a8 et
S100a9, qui n’avait pas été encore faite, était évidemment primordiale pour comparer les fonctions de S100A8

et S100A9 et disséquer les roles de ces protéines dans le développement des maladies auto-immunes.

1.2Hypothése du projet de recherche

Au regard des nombreuses observations présentées, j'ai fait I'hypothése que les protéines S100A8 et
S100A9 ont des fonctions distinctes et antagonistes dans la réaction inflammatoire associée aux maladies

auto-immunes. De ce fait, S100A8 protégerait contre I'inflammation et S100A9 augmenterait I'inflammation.

1.30bjectifs et méthodologie

Le premier objectif fut d'approfondir I'étude des fonctions de S100A8 dans la réaction inflammatoire
ainsi que dans le développement de l'arthrite rhumatoide chez la souris. Pour cela, les fonctions de S100A8
ont été étudiées a l'aide des souris déficientes pour S700a8. Des expériences de quantification et
phénotypage des leucocytes en circulation et dans les différents compartiments lymphoides primaire et
secondaire par cytométrie en flux ont été développées dans le but de comprendre les fonctions de S100A8
dans la myélopoiése. Egalement, des expériences de différenciation des monocytes issus de la moelle
osseuse in vitro ont été réalisées afin d'étudier les fonctions de S100A8 sur la différenciation des cellules
myéloides en cellules dendritiques et macrophages. Des études fonctionnelles des neutrophiles, macrophages
et cellules dendritiques ont également été réalisées in vitro. Dans un second temps, afin d’analyser les
fonctions de S100A8 dans I'arthrite chez la souris, nous avons analysé linfiltration cellulaire et la dégradation
du cartilage et de I'os chez les souris déficientes pour S100a8 a I'aide du modéle d’arthrite par le collagéne.

Enfin, je me suis intéressé aux fonctions de S7100a8 liées a I'activité ostéoclastique in vivo et vitro.

Afin de déterminer si les fonctions de S100A8 et S100A9 dans l'inflammation sont similaires entre
différentes maladies auto-immunes, notre deuxiéme objectif a été d'étudier les fonctions de S100A8 et
S100A9 dans le modéle de psoriasis induit par I'imiquimod. Le psoriasis a été induit a des souris déficientes
pour S700a8 et S100a9 et constitue la premiére comparaison de ces deux génotypes. Egalement, afin de
déterminer les fonctions extracellulaires de S100A8 et S100A9 dans le psoriasis, des souris sauvages ont été
traitées a l'aide d’anticorps contre les protéines S100A8 et S100A9. Pour résoudre cet objectif, j'ai comparé
les fonctions de S100A8 et S100A9 dans I'hyperplasie de I'épiderme, et la réponse inflammatoire dans la peau

et les ganglions lymphatiques.
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Chapitre 2 Augmentation de la myélopoiese et
aggravation de I’arthrite chez les souris déficientes
pour S100a8.

1. Résumé

Les protéines S100A8 et S100A9 sont des motifs moléculaires associés aux dommages cellulaires
retrouvés dans le sérum des patients auto-immuns ou infectés. Contrairement & S100A9, les fonctions de
S100A8 sont controversées. Nous avons étudié son activité biologique dans I'arthrite induite par le collagene a
I'aide de la premiére souris viable et fertile déficiente pour S100a8. Les souris S100a8+ comparées aux souris
sauvages ne présentent pas de différences dans leur population de lymphocytes en circulation dans le sang
ou dans les organes lymphoides primaires et secondaires. Cependant, nous avons observé une augmentation
du nombre de neutrophiles, monocytes et cellules dendritiques dans le sang et dans la moelle osseuse
associée a une plus forte expression de marqueurs de cellules myéloides comme le CD11b, le Ly6G et le
CD86. De plus, les précurseurs communs de granulocytes et macrophages sont également augmentés dans
la moelle osseuse et entrainent un plus grand nombre de macrophages et cellules dendritiques en culture. Les
souris S100a8” ont développé une arthrite plus sévere conduisant & une plus grande activité ostéoclastique et
une plus grande dégradation osseuse. Ces symptomes corrélent avec une augmentation de ['infiltration de
cellules inflammatoires et la sécrétion de cytokines dans les pattes. Ainsi, cette étude suggére que S100A8 est
un motif anti-inflammatoire régulant la différenciation des cellules myéloides et mitigeant le développement de

l'arthrite rhumatoide.
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2. Abstract

Expressed strongly by myeloid cells, damage-associated molecular pattern (DAMP) proteins S100A8
and S100A9 are found in the serum of patients with infectious and autoimmune diseases. Compared to
S100A9, the role of S100A8 is controversial. We investigated its biological activity in collagen-induced arthritis
using the first known viable and fertile S100a8-deficient (S100a8*) mouse. Although comparable to the wild
type (WT) in terms of lymphocyte distribution in blood and in the primary and secondary lymphoid organs,
S100a87 mice had increased numbers of neutrophils, monocytes and dendritic cells in the blood and bone
marrow, and these all expressed myeloid markers such as CD11b, Ly6G and CD86 more strongly.
Granulocyte-macrophage common precursors were increased in S700a8” bone marrow and yielded greater
numbers of macrophages and dendritic cells in culture. The animals also developed more severe arthritic
disease leading to aggravated osteoclast activity and bone destruction. These findings were correlated with
increased inflammatory cell infiltration and cytokine secretion in the paws. This study suggests that S100A8 is
an anti-inflammatory DAMP that regulates myeloid cell differentiation, thereby mitigating the development of

experimental arthritis.
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3. Article

Enhanced myelopoiesis and aggravated arthritis in S700a8-deficient mice

Annabelle Cesaro'#f, Joan Defréne'l, Asmaa Lachhab', Nathalie Pagé’, Mélanie R. Tardif', Amin Al-
Shami2#, Tamas Oravecz*, Paul R. Fortin'3, Jean-Frangois Daudelin4, Nathalie Labrecque*®, Fawzi
Aoudiit'8, Martin Pelletier'6 and Philippe A. Tessier! 6"

{IThese authors contributed equally to this work

64



Introduction

Analogous to pathogen-associated molecular patterns, damage-associated molecular patterns or
DAMPs, also known as alarmins, are endogenous molecules released passively by cells undergoing non-
programmed cell death as well as actively through normal secretion pathways [1]. They are believed to play
key roles in the progression of inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis [2], systemic lupus
erythematosus [3] and inflammatory bowel disease [4]. The DAMPs S100A8 and S100A9 belong to a subset
of S100 proteins called myeloid related proteins (MRPs) because they are predominantly expressed in
neutrophils and monocytes [5]. These include S100A8 and S100A9, which are expressed constitutively in
myeloid cells and are inducible in synoviocytes [6], keratinocytes [7], epithelial cells [8], endothelial cells [9]
and other cell types. S100A8 and S100A9 form non-covalently bonded homodimers and a heterodimer called
S100A8/A9 or calprotectin [10]. The three dimers are not always co-expressed [9] and are secreted
independently during inflammatory responses through alternative secretion pathways independent of Golgi

and secretion vesicles [11, 12]. It is therefore presumed that they have different activities.

While S100A9 has been studied extensively, the activities of S100A8 remain controversial. S100A9
stimulates pro-inflammatory cytokine secretion [13, 14], neutrophil phagocytosis [15], degranulation of
secretory and specific/gelatinase granules [16] and phagocyte migration [13, 17] and promotes the
differentiation of acute myeloid leukemia cells [18]. S100a9* mice have been found resistant to adjuvant-
induced arthritis and systemic lupus erythematosus, the latter resistance being due at least in part to reduced
CD8* T cell activation [19, 20]. Thus, studies using these mice have shown the importance of S100A9 as an
alarmin in immune cell crosstalk and in the establishment of persistent inflammation. S100A8 is found at
heightened levels in chronic inflammation, but its role therein remains uncertain. S100A8 is a chemotactic
factor for neutrophils and monocytes [21], and injecting it into live animals leads to accumulation of phagocytes
at the inflammatory site [22, 23]. Inhibiting it with antibodies reduces leukocyte recruitment in models of acute
inflammation [24, 25], which is consistent with pro-inflammatory activity. However, its expression by
macrophages is induced by glucocorticoids and IL-10 [26, 27], and S100A8 itself induces IL-10 expression
[28], suggesting an anti-inflammatory function. S100A8 is easily oxidized [29-32] and provides some protection
against the harmful effects of reactive oxygen species (ROS) released in chronic inflammation [33]. Oxidized
S100A8 is anti-inflammatory [34] and reduces IgE-mediated mast cell degranulation and cytokine secretion
[33]. It is thus safe to say that both pro-inflammatory and anti-inflammatory activities have been reported for
S100A8.

S100A8 has been shown to promote the commitment of hematopoietic stem cells and progenitor cells

to myelogenesis in experimental arthritis [18, 35]. Its expression is increased in hematopoietic stem cells and
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early progenitors in arthritic mice, and treating Kit*Sca1*Lin- cells from such mice with recombinant S100A8
increases production of Gr1*CD11b* cells and osteoclasts. However, S100A8 inhibits the differentiation of
acute myeloid leukemia cells into mature neutrophils and monocytes [18, 35]. As is the case for inflammation,

the exact role of S100A8 in the production and maturation of myeloid cells remains unknown.

Levels of S100A8/A9 in the serum and synovium of rheumatoid arthritis patients have been found to
correlate with disease severity [36]. Both proteins are also expressed constitutively in bone and cartilage cells
[37]. While blocking S100A9 prevents inflammation and joint destruction by reducing leukocyte migration as
well as cytokine secretion [6, 13, 38], the functions of S100A8 in chronic inflammation are unknown, in part
due to the lethality of the deleted S100a8 gene in embryonic mice [39, 40]. In this study, we characterized the
first viable S100a8 knockout mouse strain and investigated the role of S100A8 in the differentiation of myeloid
cells. We report that its absence is strongly associated with increased numbers of circulating myeloid cells and
aggravated collagen-induced arthritis, suggesting that it has a mitigating effect on the immune response in

arthritis. We therefore propose that DAMPs can exert inhibitory activities in inflammatory diseases.

Material and methods

Generation of S100a8-deficient mice. The animal protection committee at Université Laval (Quebec
City, QC, Canada) approved the experimental protocols (approval numbers 2012103 and 2013006). The
S100a8 targeting vector was derived using the Lambda KOS system [41]. The Lambda KOS phage library was
screened by PCR using primers specific for exons 2 and 3 (Table 1). The PCR-positive phage super-pools
were plated and screened by filter hybridization. Three pKOS genomic clones, pKOS-18, pKOS-23 and pKOS-
64, were isolated from the screened library and confirmed by sequence and restriction analysis. Gene-specific
arms 5-GCGACTTTTCCTTTCAGTTGAAAGGAAATCTTTCGTGACA-3’ and 5"
AGGACCAAAACAAGACAGTTCTTTCCAGTTTTTCATCCC-3 were appended by PCR to a yeast selection
cassette containing the URA3 marker. The yeast selection cassette and pKOS-18 were co-transformed into
yeast, and clones that had undergone homologous recombination to replace a 529 bp region containing exons
2 and 3 with the yeast selection cassette were isolated. The yeast cassette was subsequently replaced with a
LacZ/Neo selection cassette to complete the S100a8 targeting vector. The Notl linearized targeting vector was
electroporated into 129/SvEVBrd (Lex-1) ES cells. G418/FIAU-resistant ES cell clones were isolated and
correctly targeted clones were identified and confirmed by Southern blot analysis (data not shown). Three
targeted ES cell clones were identified and microinjected into C57BL/6 (albino) blastocysts to generate
chimeric animals that were bred to C57BL/6 (albino) females, and the resulting heterozygous offspring were

interbred to produce homozygous S100a8-deficient mice. The genotype at the S700a8 locus was determined
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by screening DNA from tail biopsies using quantitative PCR for the Neo cassette. This strategy allowed

discrimination of 0, 1, or 2 gene disruptions representing respectively S100a8**, S100a8*-and S100a8" mice.

Table 1
PCR primers used for S100a8* mice generation and mRNA study
Primers
Targeted gene Foward Reverse
, , a8-1 8-7
S100a8 in Lambda KOS phage library : @
[5-GAAATCTTTCGTGACAATGCCG-3] [5-GGAACTCCTCGAAGTTAATTG-3]
a8-32 a8-33
5’ internal probe 32/33
P [5-AGGGGCCTAGACATGGACTTATIG-3] [5-TACGCCATTCCACTICCTITATCC-3]
, a8-40 ag-41
3’ external probe 40/41 , :
[5-GCTTTGCCTTTTGTGGAGATC-3] [5-GGTTGTAAACTACATTCCCAG-3]
10028 $100a8-46 $100a8-4
a [5-CAGGGGCCTAGACATGGACTTAT-3] [5 GTGGTAGACATCAATGAGGTTG-3]
GTIRES
$100a8 $100a8-46 [SCAGGGGCCTAGACATGGACTTAT-3]
[5- GCTAGACTAGTCTAGCTAGAGC GG-3]
S$100a9 $100a9-F [5-GCCAACAACCTGTGTAGTACTGTGC-3] S100a9-R [5-GGGTGAAATAGAGGAGGCTGTTAGG-3]
S100A8F S100A8R
S100A3 cDNA : .
[5-GGAAATCACCATGCCCTCTA-3] [5-TGGCTGTCTITGTGAGATGC-3]
S100A9-F S100A9R
S100A9 cDNA : '
[5-TCATCGACACCTTCCATCAA-3] [5-GTCCTGGTTTGTGTCCAGGT-3]
185-F 185-R
18S cDNA

[5-TGCAAGCTTATGACCTGCAC- 3]

[5-CAAGTGGCGTTGAGCAATAA-3]

67



S100a8+ mice (mixed 129/SvEvBrd and C57BL/6J genetic background) were backcrossed to DBA/1 and
C57BL/6 backgrounds (Jackson Laboratories) for 10 generations. Routine genotyping for screening was

carried out by PCR with tail biopsy samples (Table 1).

Expression analysis of $100a8 and S100a9 by RT-PCR. Total RNA was extracted from bone
marrow cells with Trizol, followed by reverse transcription (RT) carried out according to the manufacturer's
instructions (Promega). PCR amplifications of S100a8, S100a9 and 18S cDNA were performed using primers

described in Table 1.

Protein and Antibody production. Recombinant murine S100A8 (mS100A8), rat monoclonal anti-
mS100A9 (clone 2A5) and rabbit polyclonal anti-mS100A8 and anti-mS100A9 IgG were generated as
described previously [13, 22, 23]. The absence of endotoxin contamination in antibody and protein

preparations was confirmed using the Limulus amebocyte assay (Cambrex).

Flow cytometry. Mice were sacrificed at the age of 6-8 weeks by cervical dislocation, and the blood
and femurs were recovered. Bone marrow cells were collected from the femurs by flushing with RPMI medium
supplemented with 5% foetal calf serum. Erythrocytes were lysed by suspending the cells in 0.15 M NH4CI for
5 min followed quickly by centrifugation. Leukocytes were stained with Live/Dead Fixable Blue Dead Cell Stain
(Invitrogen, Paisley, UK) and Fc receptors on cells were blocked by incubation with Fc block
(eBioscience/Thermo Fisher, San Diego, CA, USA). Cell labelling was performed using a combination of
monoclonal antibodies (S1 Table). Intracellular antigen was detected inside permeabilized cells using the
FOXP3/Transcription factor staining buffer set (eBioscience) and labelling with monoclonal antibodies. Cell
fluorescence was then analyzed on a BD LSR/LSRII (BD Biosciences, Mississauga, ON, CA) and data was
analyzed using the FlowJo 10 (Tree Star Inc.) and Cytobank software (Cytobank, Santa Clara, CA). The viSNE
was run using default Cytobank parameters (iterations = 1000, perplexity = 30, 8 = 0.5). The number of live
cells analyzed ranged from 30,000 to 100,000 per sample. Samples were down-sampled randomly and
analysis was run on equal numbers of events per sample. The range of events was determined from the
sample with the fewest events acquired. The viSNE heat maps are shown as fluorescent intensity of each

marker for each event.

Acute inflammation models. Air pouches were raised on the dorsum of 10-12-week-old mice by
subcutaneous injection of 3 mL of sterile air on days 0 and 3 (427). On day 7, 1 mL of LPS (1 pg/mL) or its
diluent (PBS) was injected into the air pouches. Six hours after injection, the mice were sacrificed by

asphyxiation with CO,. The air pouches were washed with 5 mL of PBS-5 mM EDTA and the exudates were
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centrifuged at 500 x g for 5 min at 4°C. For thioglycollate-elicitation, 1 mL of 4% Brewer's thioglycolate broth
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) was injected into the abdomen. The mice were euthanized 4 h
later and peritoneal cells were recovered by lavage with 5 mL of PBS-5 mM EDTA. Cells were counted with a
hematocytometer following acetic blue staining. Leukocyte subpopulations were characterized on the basis of

Wright-Giemsa staining of cytospins.

Isolation and culture of bone marrow cells. Bone-marrow-derived dendritic cells and macrophages
were prepared as described previously [42, 43]. Briefly, bone marrow cells were isolated from femurs and
cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated foetal bovine serum, 1X non-essential
amino acids, 50 uM B-mercaptoethanol and 0.2% primocin. The dendritic cells were cultured in the presence
of murine GM-CSF (15 ng/mL) and murine IL-4 (15 ng/mL). On day 6, non-adherent cells were collected and
cultured for a further 48 h in the presence of 50 ng/mL each of GM-CSF and IL-4. Non-adherent cells were
then harvested and cultured for 24 h in the presence or not of LPS (300 ng/mL). Macrophages were cultured in
the presence of GM-CSF (10 ng/mL) for 4 days, and non-adherent cells were then harvested and cultured in
fresh media for an additional 3 days. Adherent cells were detached with trypsin and harvested for analysis at
day 7.

Mixed lymphocyte reaction. CD4* T cells were purified from the spleens of B10.BR mice (Jackson
Laboratory) using the EasySep™ Mouse CD4* T Cell Isolation Kit (STEMCELL Technologies) following the
manufacturer’s instructions. Cells were then labelled with 5 uM CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester)
according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen) before being co-cultured with bone-marrow-derived
dendritic cells at different T-cell/dendritic cell ratios (1:5, 1:10, 1:20) for 72 h in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% heat-inactivated foetal bovine serum, 50 uM B-mercaptoethanol and 0.2% primocin.

Cells were then harvested and lymphocytes were labelled for flow cytometry analysis.

ROS and phagocytosis assays. Neutrophils were purified from bone marrow using the Neutrophil
Isolation Kit according to the manufacturer's instructions (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Germany) then
exposed to 1 pM CelROX™ reagent (Invitrogen) and diphenyleneiodonium (DPI; 5 M) and/or
rotenone/antimycin A (0.5 uM) for 30 minutes followed by PMA (100 nM) for 1 h. Cells were then washed with
PBS and analyzed by flow cytometry. Phagocytosis was measured using the Vybrant™ Phagocytosis Assay
Kit according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen). The cells were incubated for 2 h at 37°C with
particles diluted 1:3 in RPMI medium supplemented with 10% foetal calf serum then washed with PBS and

analyzed by flow cytometry.
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Oxygen consumption. Bone marrow neutrophils were seeded in XF96 culture plates (3x10° cells per
well) in XF media (Seahorse Bioscience/Agilent Technologies). The plate was centrifuged for 1 min at 600 rpm
to allow adherence of neutrophils. PMA (107 M) and DPI (5 uM) were injected at the time points indicated in
the figures. Measurements were made in real-time in the extracellular flux analyzer as described previously

[44]. The Wave 2.3 software provided automatic calculation of the oxygen consumption rate.

Osteoclast culture and resorption assay. Bone marrow cells were cultured for 7 days in RPMI +
10% foetal bovine serum + 30 ng/mL rmM-CSF + 30 ng/mL rmRANK-L + 0.2% primocin at 37°C in osteoassay
plates (Corning). The medium was then acidified with HCI to maintain the pH at 7.1 for 3 days. The cells were
then lysed with 10% NaClO for 5 min and washed 2 times with distilled water. Resorption pits were counted

and measured by microscopy.

Induction of collagen-induced arthritis. Female mice (WT and S7100a8* DBA/1) aged 6-8 weeks
were immunized subcutaneously at the base of the tail with chicken collagen type Il (100 pug/mouse, Chondrex
Inc.) emulsified in complete Freund’s adjuvant then 26 days later received an intra-peritoneal injection of LPS
(25 pg/mouse). Disease activity was monitored every other day on a scale of 0 to 4 per paw for a maximum
score of 16 per mouse as described previously [13]. For antibody treatment, mice received rabbit polyclonal
anti-S100A8 or control IgG three times per week (10 mg/kg of body weight, intra-peritoneal) starting on the day
of LPS injection.

Histopathological assessment of collagen-induced arthritis. Paws were fixed in 4%
paraformaldehyde, decalcified in Surgipath (Leica Biosystems) for 10 days and embedded in paraffin. Sections
were stained with H&E (Thermo Fisher Scientific) or safranin/fast green colorations (VWR International). Bone
destruction, collagen integrity and cell infiltration were evaluated by two impartial observers as described
previously [13] according to the following scales: 0-3 for bone destruction; 0-2 for collagen; 0-2 for cell

infiltration.

Micro-Computed Tomography (UCT) analysis. Paws fixed in 10% formalin were scanned in a uCT
device (SkyScan) at the McGill University Centre for Bone and Periodontal Research Core Facility. The
astragalus and calcanuem bone (ankle) volumes were measured. Total porosity and the bone volume to tissue

volume ratio (BV/TV) were used to estimate the overall bone loss.

Stimulation of human neutrophils and quantification of S100A8 homodimers. This study was

approved by the CHU de Quebec — Université Laval ethics review board. Written informed content has been
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obtained from blood donors after the nature and possible consequences of the studies were explained.
Patients from the CHU de Québec SARD Biobank Repository Database (SBRD) were included in the study.
Plasma from 19 patients suffering from rheumatoid arthritis was obtained between September 2014 and July
2017 at the time of diagnostic (S2 Table). Ten healthy donors were used as controls. Peripheral blood from
healthy adult volunteers was collected in heparinized tubes. Neutrophils were isolated as described previously
[45] and re-suspended in HBSS supplemented with 10 mM HEPES, pH 7.4 (HBSS-H) containing 1.3 mM Ca?*
and 0.8 mM Mg?. Cell purity and viability were consistently > 98% based on acetic blue staining and trypan
blue exclusion. Neutrophils (107 cells/mL) were stimulated for 30 min with LPS (100 ng/mL) or its diluent
(PBS), then centrifuged and S100A8 homodimers were quantified in the plasma and supernatant by an in-

house ELISA described previously [46].

ELISA. Blood was collected 4 h and 5 days after LPS injection and centrifuged. Serum anti-collagen I
antibody titer was measured using an anti-collagen detection kit according to the manufacturer’s instructions
(Chondrex inc). Calprotectin, S100A8 and S100A9 were quantified by ELISA as described previously [13].
Murine 1L-12, IL-27, IL-6, CXCL1/KC, IL-1B, IL-10 were quantified by multiplex analyses using the mouse

cytokine custom premix kit systems according to the manufacturer’s instructions (R&D systems).

Statistical analyses. S100A8/A9, S100A8, S100A9 concentrations, cartilage, bone destruction, cell
infiltration, BV/TV, total porosity, cytokine secretion, cell counts, marker expression, and osteoclastic activity
were compared using the unpaired Student t-test in GraphPad Prism version 7.00. Clinical arthritic scores

were compared using a Mann-Whitney test. A p value < 0.05 was considered statistically significant.

Data Availability. The datasets generated during and/or analysed during the current study are
available from the Open Science Framework repository (DOl 10.17605/0SF.I0/Y4UWZ).
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Results

Deletion of S100a8+ promotes myeloid cell differentiation. Mice with all S7100a8 coding exons (2
and 3) deleted (S1A Fig) were viable and had normal litter sizes and male-to-female ratios in both the C57BL/6
and the DBA-1 background. Southern blot analyses and DNA sequencing confirmed a single insertion of the
DNA cassette (as revealed by the KO probe) and that deletion was restricted to S700a8, whereas S100a9 was
not affected (S1B Fig). No S100A8 mRNA was detected in bone marrow cells (S1C Fig) and S100A9 mRNA
was present at reduced levels compared to WT. As expected, deletion of S700a8 led to complete abrogation
of S100A8 expression in peripheral blood neutrophils (Fig 1A). Although S700a9 mRNA was detected in
leukocytes, the protein was undetectable (based on ELISA and western blot) and the absence of S100A8

ensured a lack of S1T00A8/A9 heterodimer in the serum.

Since myeloid cells express S100A8 strongly, we first performed a 13-parameter single-cell flow
cytometry analysis combined with visualization using t-distributed stochastic neighbour embedding (VISNE) to
study the leukocyte phenotypic diversity that develops in S100a8+ mice. Two-dimensional visualization of the
multidimensional cytometry data using ViSNE revealed an altered geography of the neutrophil cluster in
peripheral blood of S100a8+ mice. This corresponded to more abundant neutrophils with a higher expression
of the myeloid markers CD11b and Ly6G in S100a8" mice (Fig 1B). We thus found altered neutrophil cluster
topology in the peripheral blood of S100a8* mice, specifically increased counts of cells with heightened
expression of these and other myeloid markers. An increase in the numbers of circulating CD11b* myeloid
cells was observed (Fig 1C and S2A Fig), including granulocytes (Ly6CmedLy6GM; Fig 1D), non-classical
monocytes (Ly6C-CD115*, Fig 1E), and dendritic cells (CD11¢*MHC class II*; Fig 1F). Expression of CD45,
CD11b and Ly6G was heightened in S100a8” neutrophils (Fig 1G), as expression of CD45 and CD11b was in
S100a8”- monocytes (S2B Fig). CD4* and CD8* T cells were not affected in the lymphoid organs of these mice
(S2C Fig).

The integrin CD11b is involved in myeloid cell migration and acts as a major opsonin receptor. To
investigate the effect of S100a8 gene deletion on neutrophil and monocyte migration, bacterial
lipopolysaccharide (LPS) was injected into air pouches raised on the dorsum of WT and S100a8* mice. This
induced unequivocal neutrophil migration to the air pouch, although the responses of the two mouse strains
did not differ significantly (Fig 2A). Intra-peritoneal injection of thioglycolate also induced similar inflammatory
responses in both strains (S2D Fig). This suggests that CD11b up-regulation in S100a8- mice does not affect
intrinsic migration of myeloid cells. We next examined the effect of heightened expression of CD11b on

phagocytosis in S100a8 myeloid cells. S100a8 monocytes were slightly more inclined than WT monocytes
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to engulf bacteria (Fig 2B), but cells from both genetic backgrounds engulfed similar numbers. The heightened

expression of CD11b thus affords a slight improvement of myeloid cell phagocytic activity.

A hallmark of neutrophils and monocytes is ROS production, and it has been suggested that
S100A8/A9 regulates ROS accumulation. Since S100A8 is easily oxidized, it could scavenge ROS [47]. In
addition, S100A8/A9 activates phagocyte NADPH oxidase by transferring to it the co-factor arachidonic acid
[48]. We therefore analyzed oxygen consumption by S700a8 neutrophils using an extracellular flux analyzer.
Neutrophils have very few mitochondria and almost no mitochondrial respiration. Most of their oxygen
consumption is associated with NADPH oxidase activity, as demonstrated by inhibition of PMA-induced
oxygen consumption using DPI (S3 Fig). Therefore, analysis of oxygen consumption by neutrophils allowed us
to directly interrogate NADPH oxidase activation, without possible interference from ROS scavenging by
S100A8. Direct measurement of NADPH oxidase activity revealed that oxygen consumption in response to
PMA stimulation was delayed in S700a8+ neutrophils (Fig 2C), with 40% less oxygen consumed over a period
of 50 min (Fig 2D). Flow cytometry revealed a corresponding reduction of 39% in ROS produced by S7100a8*
neutrophils (Fig 2E). These results suggest that absence of S100A8 leads to inefficient NADPH oxidase
activity in neutrophils, and that scavenging of ROS by S100A8 is limited.

Deletion of $100a8 promotes production of dendritic cells by bone marrow. The larger number
of circulating neutrophils, monocytes and dendritic cells in S7100a8 mice suggested that the deletion alters
myeloid cell production by bone marrow. While total numbers of leukocytes were similar in bone marrows of
WT and S700a8” mice (Fig 3A), analyses of bone marrow cells revealed that CD11b* myeloid and
granulocyte monocyte progenitor (GMP) populations were increased respectively by 22% and 19% compared
to WT mice (Fig 3B,C; S4A Fig). In contrast, no differences in the numbers of megakaryocyte-erythroid
progenitor (MEP), common monocyte progenitor (CMP), monocyte-macrophage DC progenitor (MDP) and
common monocyte progenitor (¢(MOP) numbers were detected (Fig 3C; S4A-C Fig). Bone marrow of S100a8*
mice contained 33% more neutrophil-committed cells (Ly6CmedLy6G", Fig 3D), and these expressed higher
levels of CD45, CD11b and Ly6G compared to those from WT mice (Fig 3E). Similarly, monocyte-committed
cells were slightly elevated in S100a87 bone marrow (Fig 3F) and expressed more CD11b than did those from
WT (Fig 3G). These results suggest that S100a8 acts as a repressor of myeloid cell differentiation in bone

marrow.
We next derived dendritic cells from bone marrow to determine if the absence of S100A8 leads to

greater numbers of DC precursors. Using GM-CSF and IL-4, approximately 35% more dendritic cells were

generated in the case of S100a8* (Fig 3H), and these expressed more MHC class Il and CD86 (Fig 3l),
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suggesting a more mature phenotype. Stimulation with LPS increased expression of CD86 but not MHC class
I in dendritic cells derived from either mouse strain. Secretion of IL-12 following activation by LPS was also
similar, whereas concentrations of immunosuppressive cytokines IL-10 and IL-27 were reduced for S100a8*
DCs (Fig 3J-L). However, S100a8 DCs were as efficient as WT DCs in terms of inducing CD4* lymphocyte
proliferation (Fig 3M). More dendritic cells were also found in S100a8” skin, as revealed by cell crawl-out
observations (Fig 3N), and these cells also exhibited increased expression of MHC class Il (Fig 30). The
absence of S100a8 thus leads to increased differentiation and activation of myeloid cells in granulocytes,

monocytes and dendritic cells.

Aggravated arthritis in S700a8* mice. Elevated concentrations of calprotectin are found in the
plasma and synovial fluids of rheumatoid arthritis patients, and S100A9 is known to exacerbate chronic
inflammation in models of arthritis [6, 24, 49, 50]. In contrast, increased numbers of myeloid cells including
neutrophils, monocytes and dendritic cells suggest that immune responses might be aggravated in the
absence of the S100a8 gene. However, data on the distribution of the S100A8 homodimer are scarce, and
before investigating its possible role in arthritis, we first sought to determine if it is even present in association
with the disease. We found it in plasma obtained from healthy donors and patients with rheumatoid arthritis
(Fig 4A). We then confirmed in vitro that human neutrophils secrete small amounts of S100A8 homodimers
spontaneously, and that this secretion is accentuated following stimulation with LPS (Fig 4B). To confirm that
the adaptive immune response is enhanced in S700a8* mice, arthritis was induced by injection of chicken
collagen type Il once at the base of the tail. This was sufficient to induce a rapid and strong response within 25
to 30 days, which was then inflamed with LPS. This led to arthritis in respectively 60% and 95% of WT and
S100a8" mice (Fig 4C), the latter developing more severe disease, with a mean score of 8.3 £ 1.1 on day 35,
compared to 5.7 + 1.3 for WT (Fig 4D). While expression of IL-6 was increased by 68% and IL-1B expression
was similar, expression of anti-inflammatory cytokine IL-10 was 14% lower in the paw homogenate of
S100a8” mice (Fig 4E), suggesting that the immune response in the absence of S100A8 is skewed toward a
pro-inflammatory outcome. S100A9 was detected at 13.05 £ 3.85 ng/mL in the paws of naive S100a8” mice
and about 10 times higher in arthritic paws (Fig 4F), which was nowhere near the level measured in WT
animals (about 4,000 ng/mL). Deletion of the S100a8 gene thus markedly reduced the S100A9 concentration
reached in arthritic mice, although it did not eliminate it. Analyses of hematoxylin/eosin stains of paw tissue
sections showed more extensive cell infiltration into the paws of S100a8-mice (Fig 4G), with significantly more
Ly6G* neutrophils in the metatarsal joints (Fig 4H). This was associated with increased concentrations of the
neutrophil chemo-attractant CXCL1/KC (Fig 4l). These results indicate that absence of S100A8 aggravates

inflammation in arthritic S700a87 mice.
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S100A8 exerts intracellular and extracellular activities. To provide additional support for the idea that
the increased disease severity observed in S100A8-deficient mice is due to the absence of extracellular
S100A8, arthritis was induced in WT mice treated with anti-S100A8, a control antibody or PBS. Injection of
anti-S100A8 IgG increased the arthritis score (Fig 4J), indicating that extracellular S100A8 provides some

protection against chronic inflammation.

Increased cartilage and bone destruction in S100a8+ arthritic mice. Increased damage to
cartilage and bone structure was observed in arthritic S7100a8” animals (Figs 5A, B). Histomorphometric
analysis of the astragalus bone by uCT revealed more asperities and a marked loss of mass compared to WT
mice. Typical examples are shown in Fig 5C. The average bone volume to tissue volume ratio (BV/TV) was
lower in S100a8” mice (69.1 + 2.2 % versus 76.1 + 1.3% in WT mice, Fig 5D) and the average total porosity
was higher (30.8% + 2.2 % versus 23.9% + 1.3 %, Fig 5E). These results indicate that the surface

of mineralized bone is reduced in S100a8"-compared to WT mice and that the bones are more degraded.

Osteoclasts derived from monocytes are presumed to cause bone resorption in rheumatoid arthritis
[51]. To determine if S100A8 inhibits the differentiation of osteoclasts, bone marrow cells were cultured in the
presence of GM-CSF to generate bone-marrow-derived macrophages. This yielded 25% more macrophages
in the S100a8" case (Fig 5F). As observed in circulating monocytes, bone-marrow-derived macrophages from
these mice expressed higher levels of CD11b, F4/80 and MHC class Il (Figs 5G-I). Bone marrow cells were
then cultured in presence of M-CSF and RANKL in wells coated with a mineralized matrix to generate
osteoclasts. The area resorbed by these osteoclasts was three times larger compared to that of bone marrow
cells from WT animals (Fig 5J). This observation corroborates the increased porosity observed in S7100a8*
animals and indicates that their osteoclast activity is increased. Adding S100A8 nullified the increase in
resorption, indicating that extracellular S100A8 regulates osteoclast numbers and activities. These results
suggest that the gene deletion in S7100a8* mice leads to an increase in osteoclast activation and ultimately to

significant bone degradation once arthritis is induced.
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Discussion

Despite decades of research, the biological activity of S100A8 remains poorly understood. Upon
discovery, this protein was first found to be a potent chemotactic factor for neutrophils and monocytes [9, 25].
Subsequent study indicated that upon oxidation, it acts as an anti-inflammatory factor inhibiting mast cell
activation [33, 34, 52]. Recent reports suggest that it promotes the commitment of hematopoietic stem cells to
the myeloid lineage and inhibits the differentiation of acute myeloid leukemia cells [18, 35]. In this study, we
report the characterization of the first viable S100a8”- mouse strain. Deletion of the S100a8 gene increases the
numbers of granulocyte and monocyte progenitors and promotes the differentiation of mature myeloid cells
including neutrophils, monocytes and dendritic cells. It has no effect on acute inflammation but does aggravate
induced arthritis. Exacerbated disease is associated with the marked presence of mononuclear phagocytes,
pro-inflammatory factors including S100A9 and cytokines, and osteoclastic activity potentiating joint damage
and bone degradation in the paws. These results suggest that S100A8 has a damping effect on chronic

inflammation by regulating myeloid cell differentiation.

Disruption of the S100A8 gene in exon 2 in mice is reportedly lethal during early development [39,
40]. In one study, homozygous null embryos (S700a8+) were resorbed by day 9.5 in utero [39, 40], while
another study reported failure of zygotes to develop beyond day 2.5 [39]. In sharp contrast, we report a viable
S100a8+ strain generated by deleting all S100a8 coding exons. No embryo resorption has been observed to
date. The absence of S100A8 in the KO mice has been confirmed at the genomic, RNA and protein levels
using Southern blot, RT-PCR and western blot analyses. The reason for the viability of these KO mice is not
clear. The previous studies mention deletion of most or all of exon 2, which is the first coding exon of the
S100a8 gene. Since exon 3 was not targeted for deletion, it is possible that a spliced version of S100a8 was
formed around the selection cassette in these ES cells. This could lead to translation of a protein truncated to
16 amino acids using the strong in-frame ATG start codon in exon 3 that could have biological activities. By
deleting the entire coding portion of the S100a8 gene, no truncated version of this protein can be formed. Like
S100a9* mice, in which S100A8 is weakly expressed [53] or not detectable [54] in bone marrow cells,
S100a8+ mice do not express S100A8 or S100A9 proteins in bone marrow and peripheral blood leukocytes in
the absence of inflammation. However, S100A9 was detected in S700a8” mice under inflammatory conditions,

indicating that S100A8 and S100A9 can be expressed independently.

The generation of viable S7100a8* mice offers new perspectives for the study of S100A8 and S100A9,
and the comparison of responses developed in S7100a8* and S7100a9* mice during inflammatory processes
could help define the functions of the S100A8/A9 heterodimer. We cannot rule out the possibility that the
phenotypic effects observed in S7100a8* mice are due to the loss of S1T00A8/A9 or S100A9. However, most of
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the activities reported for the heterodimer are also attributed to the S100A9 homodimer and accumulating
evidence strongly indicates that S100A9 is a major pro-inflammatory factor [12-14, 22, 36]. Experimental
arthritis is less severe in S100a9"- mice (which lack S100A9 and S100A8/A9 proteins) [6] and in mice receiving
anti-S100A9 antibodies [13]. In contrast, it is aggravated in mice lacking S100A8 and S100A8/A9 (this study).
These studies suggest that S100A9 is pro-inflammatory whereas S100A8 is anti-inflammatory in experimental
arthritis. In addition, since S100A8/A9 is absent in both genotypes, these data suggest that the role of
S100A8/A9 is not as important as that of the homodimers.

The hallmark of the S100a8* mouse is the increase in myeloid cell counts in peripheral blood and
bone marrow. Massive cellular multiplication occurs during the lineage maturation that leads to the generation
of neutrophils, monocytes and dendritic cells [55]. However, with the notable exception of GMP, progenitors
and precursors of myeloid cells are not increased in bone marrow of S100a8” mice, suggesting that S100A8
regulates the differentiation, but not the proliferation of myeloid cells. This is in contrast with a recent report
indicating that S100A8 promotes changes in hematopoietic stem cells, supporting myeloid skewing in
experimental arthritis [35] and possibly a positive feedback loop in which secreted S100A8 triggers emergency
myelopoiesis, which cannot occur in a true S100a8"- mouse. We demonstrated recently that S100A8 regulates
differentiation of myeloid cells associated with acute leukemia, a disease characterized by overabundance of
myeloid cell precursors and progenitors [18]. These studies show that S100A8 and S100A9, both produced by
acute myeloid leukemia cells, regulate the differentiation and proliferation of myeloid cell precursors and
progenitors. Modifying the S100A8/S100A9 ratio by blocking S100A8 with antibodies or adding S100A9
induces the differentiation of acute myeloid leukemia cells and their growth arrest in mouse and human
models. Again, these studies highlight the opposite effects of S100A8 and S100A9, the former inhibiting
differentiation and the latter promoting the maturation and differentiation of precursors and progenitors of

myeloid cells.

Dendritic cells were detected in greater numbers in the blood and skin of S100a8* mice, indicating
increased production. Myeloid cell maturation is linked with the silencing of S100a8 and S100a9 expression,
and neither mRNA is expressed in macrophages or mature dendritic cells, while overexpression of both
proteins leads to inhibition of macrophage and dendritic cell differentiation [56]. It is interesting that dendritic
cells from S100a9 mice exhibit an increased pro-inflammatory response and are stronger inducers of T cell
proliferation, suggesting that they are more mature [57]. Through more efficient antigen presentation, the
increased abundance of dendritic cells alone could be a major contributor to the aggravated disease observed
in S100a8* mice.
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The onset of rheumatoid arthritis involves an aberrant activation of auto-reactive B and T cells by
dendritic cells, giving rise to Th1/Th17 responses and increased activity of neutrophils, macrophages and
osteoclasts, leading to bone and cartilage degradation [58]. S100A8 was first described as a 10 kDa
chemotactic protein (CP-10), a potent chemotactic factor that attracts neutrophils at concentrations in the 10-*
to 10-'® M range [22, 59]. Neutrophils stimulated with LPS release S100A8 at low concentrations (10-10 M), and
the concentrations found in the plasma of patients with arthritis (10-'" M) are consistent with its chemotactic
activity [60]. Antibodies against S100A8 also reduce cell migration to the dorsal air pouch in response to
inflammation induced by LPS [23] or by monosodium urate crystals [22] and to the lungs in response to
Streptococcus pneumoniae infection [12]. It was therefore unexpected that deletion of S100a8 had no effect on
myeloid cell migration in two models of acute inflammation. This suggests a compensatory mechanism in
S100a8+ mice, which could be due to the increased numbers of circulating myeloid cells. In contrast, the
observed increase in neutrophil and macrophage infiltration in arthritis likely resulted from indirect
enhancement of the inflammatory response through altered cytokine secretion. S100A8 appears to induce
expression of the anti-inflammatory cytokine IL-10 [28], which was found down-regulated in arthritic S100a8+
mice. In addition, the pro-inflammatory chemokine CXCL1/KC and cytokine IL-6 were elevated in these mice.
Oxidized S100A8 is a known inhibitor of mast cell degranulation and FceR-crosslinking-induced cytokine
secretion [31, 33, 47, 61], and at least two studies indicate that it has an anti-inflammatory role in acute asthma
and sepsis [33, 52], which is attributed to inhibition of inflammatory pathways mediated by ROS. Together,
these observations suggest strongly that S100A8 acts as an anti-inflammatory factor in chronic inflammation.
Another characteristic of S700a8* mice is the enhanced osteoclastic activity in the arthritic paws. This
observation was corroborated with uCT analyses revealing more porous and degraded bones. S100A8 has
been reported to participate in osteoclast formation and activation in S700a9- mice [38], which express
S100A8 in some bone marrow cells [53] and at the inflammatory site (our unpublished observations). Since
extracellular S100A8 nullifies the effects of the gene deletion on osteoclast production, it likely affects

osteoclast differentiation and activity directly by binding to an unknown receptor.
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Conclusion

The results of this study suggest that S100A8 is a major regulator of myelopoiesis and that it plays an
anti-inflammatory role. More importantly, this study reiterates that the simple release of intracellular proteins
into the inflammatory milieu does not guarantee that they act as alarmins. In fact, S100A8 has been shown to
inhibit mast cell activation, scavenge ROS and decrease arthritis symptoms and thus may be considered a
potent anti-inflammatory factor. In view of these results, we suggest that it would be helpful to subdivide
DAMPs into at least two categories, namely “alarmins” and “dampenins”, S100A8 being a prime example of

the latter.
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Fig 1. S100a8* mice have increased circulating and mature myeloid cells. (A) Cytometry analysis of
S100A8 and S100A9 expression in WT (black) and S100a8* Ly6CmedLy6G* (red) blood cells. Dotted line:
isotype control antibody in WT cells. Results are from 1 representative experiment (n = 3). (B) Visualization
(VISNE) of CD11b and Ly6G expression in leukocyte populations in peripheral blood. Left: representation of
cell population distribution, magenta for B cells, green for monocytes, red for T cells and blue for neutrophils.
Right: CD11b and Ly6G expression intensity in the different cell populations in WT and S7100a8” mice. (C-F)
Flow cytometry measurement of: (C) CD11b* myeloid cell counts in peripheral blood, (D) circulating
Ly6CmedLy6GM neutrophil counts, (E) circulating Ly6ChLy6G'* monocyte counts, (F) circulating CD11¢*MHCII*
dendritic cells. (G) Surface expression of CD45, CD11b and Ly6G in neutrophils (based on 8 mice). All values
are mean * sem. *p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001; ***p < 0.0001, Student’s t-test.
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Fig. 2. Deletion of S100a8 gene has limited effects on myeloid cell functions. (A) Neutrophil migration to
the dorsal air pouch 6 h after LPS injection (10 mice). (B) Phagocytosis of monocytes. Values are percentage
* sem of fluorescein-labelled monocytes (4 mice). (C, D) Oxygen consumption rate (OCR) of bone marrow
neutrophils in response to PMA, based on from 4 sample replicates from 1 representative experiment (out of
3). (E) ROS production measured as oxidation of the fluorogenic probe CellROX by neutrophils in response to

PMA as measured by flow cytometry (n = 5). All values are mean + sem. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001;

***p < 0.0001, Student’s t-test.
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Fig 3. Increased numbers of dendritic cells in S700a8+ mice. (Values in A-l are from flow cytometry,
based on 4 mice in A-G and on 12 mice in H and |. WT = wild type.) (A) CD45+ cells in bone marrow. (B)
CD11b* myeloid cells in bone marrow. (C) Frequency of granulocyte-macrophage progenitors (GMP), common
monocyte progenitors (CMP) and megakaryocyte-erythrocyte progenitors (MEP) in bone marrow. (D)
Neutrophil-committed (Ly6CmedLy6G") cells in bone marrow. (E) Expression of CD45, CD11b and Ly6G on the
surface of neutrophil-committed cells. (F) Monocyte-committed (Ly6ChLy6G¥) cells in bone marrow (G)
Expression of CD11b on the surface of monocyte-committed cells. (H) Bone-marrow-derived dendritic cells
(CD11¢*MHC class II*) cultured with GM-CSF and IL-4. (1) Expression of MHC class Il (MHCII) and CD86 on
the surface of dendritic cells. (J-L) Secretion of IL-12, IL-10 and IL-27 by dendritic cells stimulated with 100
ng/mL LPS (4 mice). (M) Dendritic-cell-induced proliferation (mixed lymphocyte reaction) of CD4* T cells



obtained from B10 mice versus DC/CD4* T ratio (3 mice). (N) Dendritic cell crawl-out from the skin (8 mice).
(O) Expression of MHC class Il molecules on the surface of dendritic cells crawling out of ear skin (8 mice). All

values are mean + sem. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, Student’s t-test.
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Fig 4. S100A8 mitigates arthritis. (A) Presence of S100A8 homodimer in the plasma of 20 rheumatoid
arthritis patients and 10 age-matched and sex-matched healthy donors. S100A8 was quantified using an in-
house ELISA. (B) Secretion of S100A8 homodimer by human peripheral blood neutrophils stimulated with LPS
(100 ng/mL). S100A8 in culture supernatant was quantified using an in-house ELISA (12 healthy donors). (C)

Incidence of collagen-induced arthritis in WT and S7100a8” mice. (D) Arthritis clinical score as measured by
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impartial observers (n = 20 for WT and n = 19 for S100a8+; ** based on GEE analysis). (E) Expression of IL-6,
IL-1B and IL-10 in paws of WT and S7100a8* mice (n = 18). (F) Expression of S100A9 in the paws of naive and
arthritic S700a8” mice (n = 4 naive and n = 19 arthritic). (G) Histological assessment of cellular infiltration into
joints (scale of 0-2) as assessed by two impartial observers (n = 20 for WT and n = 19 for S100a8+). (H)
Neutrophil infiltration into joints of arthritic WT and S7100a8"- mice. Neutrophils were enumerated in histological
slides of arthritic paws (n = 9). (I) CXCL1/KC expression in homogenates of paws as assessed by multiplex
assays (n = 18 paws). (J) Effect of anti-S100A8 IgG on collagen-induced arthritis Anti-S100A8 IgGs or normal
rabbit IgG was injected 3 times per week starting on the day of LPS injection (n = 20 for WT and n = 19 for
S100a8+; * based on GEE analysis). All values are mean + sem. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, Student's
t-test.
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Fig 5. Increased bone destruction and osteoclast activity in S700a8- mice with collagen-induced
arthritis. (A) Cartilage degradation in paws, histological scale of 0-2 and (B) bone destruction, histological
scale of 0-3, as assessed by two impartial observers (n = 20 for WT and n = 19 for S100a8* mice). (C) 3D
surface renderings showing bone erosion as assessed by UCT scans of paws. One hind paw representative of
9 is shown. (D) Bone volumeftissue volume and (E) total porosity of the astragalus bone of WT and S100a8*
arthritic mice. Dots are individual values (bar = mean of 10 measurements). (F) Cultured S100a8" bone
marrow cells stimulated with GM-CSF produce more macrophages. The cells were harvested, counted and
analyzed by flow cytometry after 6 days. (G-I) Expression of CD11b, F4/80 and MHC class Il is increased on
the surface of bone marrow-derived macrophages from S7100a8" mice compared to WT mice, based on flow
cytometry (3 mice, one representative experiment out of 3). (J) Osteoclastic activity of S100a8* bone-marrow-
derived cells (obtained by incubation with M-CSF and RANKL for 10 days in osteoassay plates) in the
presence of extracellular S100A8. Pit areas were measured by microscopy. Two experiments were performed

on cells from different mice. All values are mean £ sem. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, Student’s t-test.
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S1 fig. Targeted disruption of S100a8 gene. (A) Targeting strategy used to disrupt the S100a8 locus.
Homologous recombination between the target vector and the S700a8 gene results in the replacement of
exons 2 and 3 with the selection cassette. (B) Gel electrophoretic resolution of PCR products generated from
amplified mouse-tail DNA, revealed by ethidium bromide fluorescence on 1% agarose. (C) Gel electrophoretic

resolution of RT-PCR products generated from bone marrow RNA (ethidium bromide fluorescence, on 2%

agarose).
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S2 fig. Analysis of leukocyte subsets in S700a8 mice. (A) Gating strategy used in flow cytometry to
analyse different subsets of circulating leukocytes: 1, 2 and 3 are respectively neutrophils
(CD45*CD11b*Ly6CmedLy6G*), Ly6C* monocytes (CD45*CD11b*Ly6CManLy6G- cells) and dendritic cells
(CD45*CD11b*Ly6GLy6C-CD11c*MHCII*). (B) Cell surface expression of CD45 and CD11b on peripheral
blood monocytes (Ly6ChLy6G'*) from WT and S7100a8+ mice (n = 8). (C) Percentage of CD4* and CD8* cells
among CD3*TCRa/B* cells in the thymus, spleen and lymph nodes of WT and S7100a8* mice, based on flow
cytometry (n = 10). (D) Leukocyte migration to the peritoneum in response to thioglycolate in WT and S100a8*
mice. Leukocytes were recovered 4 h after intra-peritoneal injection of thioglycolate or PBS (n = 3 or 8).
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are mean x sem for 4 wells from one experiment representative of 3.
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S4 fig. Analysis of bone marrow cells in S7100a8 mice. (A) Gating strategy used in flow cytometry to detect
GMP (Lin-Sca1-cKit*CD16/32"smedCD34+), CMP (Lin-Sca1-cKit*CD16/32me¢+ovCD34* cells) and MEP (Lin-
Scal-cKit*CD16/32°*CD347) cells. (B) Flow cytometry gating strategy used to detect MDP (R1,
CD117*CD115*CD135*Ly6C-CD11b) and cMop (R2, CD117*CD115*CD135Ly6C*CD11b) cells. C)
Percentages of MDP and cMop cells in WT and S7100a8* bone marrows (n = 6).
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Antigen Clone Supplier

CD115 AFS98 eBioscience/Thermo Fisher
CD11b M1/70 eBioscience/Thermo Fisher
CD11¢c N418 eBioscience/Thermo Fisher
CD135 A2F10 eBioscience/Thermo Fisher
CD16/32 93 eBioscience/Thermo Fisher
CD19 6D5 eBioscience/Thermo Fisher
CD25 PC-61.5 eBioscience/Thermo Fisher
CD34 RAM34 BDBiosciences

CD3¢ 145-2C11 eBioscience/Thermo Fisher
CD4 RM4-5 eBioscience/Thermo Fisher
CD45 30-F11 BDBiosciences

CD45R RA3-6B2 eBioscience/Thermo Fisher
CD8 53-6.7 eBioscience/Thermo Fisher
CD86 GL1 eBioscience/Thermo Fisher
cKit 2B8 eBioscience/Thermo Fisher
F4/80 T7 eBioscience/Thermo Fisher
FOXP3 FJK-16s eBioscience/Thermo Fisher
Ly6C HK1.4 eBioscience/Thermo Fisher
Ly6G 1A8-Ly6G eBioscience/Thermo Fisher
Ly6Gand Ly6C  RB6-8C5 BDBiosciences

Ly-76 TER-119 BDBiosciences

MHCII M5/114.5.2 eBioscience/Thermo Fisher
NK1.1 PK136 BDBiosciences

S100A8 335806 R&D Systems

S100A9 2A5 In house

Scat D7 eBioscience/Thermo Fisher
TCRap H57-597 eBioscience/Thermo Fisher

$1 Table. List of antibodies used in this study
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Controls Rheumatoid arthritis

Age, years 208 95+13
Disease duration, months 6.5+£25
BMI 27651 283184
Female 7(70) 10 (56)
Smoker 0 (0) 6 (32)
Rheumatoid Factor 0(0) 14 (74)
Anti-CCP 0 (0) 14 (74)
CDAI 41.7+15.3
DAS28-CRP 55+ 1.1
NSAIDs 0 (0) 8 (42)
Anti-malarial 0(0) 6 (32)

S2 Table. Demographic and clinical data of the research project participants. Values presented as mean
+ standard deviation or frequency (percentage). BMI: body mass index, Anti-CCP: anti-cyclic citrunillated
peptide, CDAI: clinical disease activity index, DAS28-CRP: Disease Activity Score 28-joint count C reactive

protein, NSAIDs: Nonsteroidal Anti-inflammatory Drugs
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Chapitre 3 La délétion de S100a8 et S100a9
augmente la prolifération des kératinocytes et la
reponse des lymphocytes Th1l7 dans le psoriasis
induit par I'imiquimod.

1. Résumé

De fortes concentrations des alarmines S100A8 et S100A9 sont mesurées dans la peau et le sérum
des personnes atteintes de psoriasis qui est une maladie dépendante de linterleukine 17. Bien que
I'expression de ces protéines corréle avec la sévérité de la maladie, les réles exacts de S100A8 et S100A9
dans la pathogenése du psoriasis sont peu connus. Dans cette étude, nous avons analysé I'effet de S100A8
et S100A9 sur I'hyperplasie de la peau et la réponse inflammatoire chez les souris S100a8* et S100a9+ dans
le modéle de psoriasis induit par l'imiquimod. Les souris déficientes pour S100a8 et S100a9 ont montré des
symptdmes cliniques significativement aggravés et une forte expression de novo de S100A9 et S100A8
respectivement. De plus, nous avons observé que I'absence de S100A8 augmente la prolifération des
kératinocytes et une diminution de leur différenciation. La production d'IL-17A et F dans les lymphocytes T
CD4+ s’en est trouvée augmentée ainsi que l'infiltration de neutrophiles dans la peau. L'injection de traitement
contre I'lL-17A et I'lL-17F réduit les symptdmes du psoriasis et I'hyperplasie de la peau chez les souris
S100a8+ et S100a9+. Cette étude suggére que les protéines S100A8 et S100A9 régulent le psoriasis via la
réduction de la production d'IL-17A et F, ces observations démontrent que S100A8 et S100A9 sont anti-
inflammatoires dans I'inflammation liée au psoriasis et apportent un regard nouveau sur les fonctions de ces

protéines.

97



2. Abstract

High concentrations of the damage-associated molecular patterns S100A8 and S100A9 are found in
skin and serum from patients suffering from psoriasis, an IL-17-related disease. Although their expression
correlates with psoriatic patient disease activity, the exact roles of S100A8 and S100A9 in psoriasis
pathogenesis remain unclear. We investigated the activities of S100A8 and S100A9 on skin hyperplasia and
the immune response using S700a8 and S100a9* mice in the imiquimod-induced model of psoriasis.
S100a8” and S100a9” psoriatic mice exhibited worsened clinical symptoms, associated with and increased
expression of S100A9 and S100A8 proteins in keratinocytes, respectively. In addition, absence of S100A8
augmented proliferation of undifferentiated keratinocytes. IL-17A and F production was increased in absence
of S100A8 and S100A9 in CD4 T cells as well as infiltration of neutrophils in the skin. Treatment with anti-IL-
17A and F reduced psoriasis symptoms and skin hyperplasia in S100a8”- and S100a9"- mice. This study
suggests that S100A8 and S100A9 regulate psoriasis through the reduction of IL-17A and F production,

providing new insights into their biological functions.
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3. Article

Deletion of S100a8 and S7100a9 enhances keratinocyte proliferation and Th17 response in

imiquimod-induced psoriasis.
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Introduction

Psoriasis is a common immune-mediated skin disease affecting approximatively 2-4 % of the world
population (1). It is a multifactorial IL-17-driven disease, influenced by multiple genes as well as environmental
factors, including trauma and infections. Psoriatic skin is characterized by epidermal hyperplasia, leukocyte
infiltration and increased number of dermal blood vessels (2). Although the exact factors triggering psoriasis
are still unknown, both innate and adaptive immunity are involved in its pathophysiology with a critical
implication of the IL-23-Th17 axis (3, 4), which promotes keratinocyte and endothelial cell proliferation and

production of antimicrobial peptides including ST00A8/A9 (5).

S100A8 (MRP-8) and S100A9 (MRP14) are two Ca2*-binding proteins from the S100 proteins family
characterized as damage associated molecular patterns (DAMPs) (6). Myeloid cells including neutrophils and
monocytes constitutively express and secrete S100A8 and S100A9 (7). Their expression is also inducible in
dendritic cells (8), synoviocytes (9), keratinocytes (10), epithelial cells (11) and endothelial cells (12). These
proteins occur as non-covalently bonded homodimers and form a non-covalent heterodimer called S100A8/A9

or calprotectin in the presence of calcium (13).

S100A8 and S100A9 homodimers are not always co-expressed (12) suggesting different activities for
these homodimers. S100A9 stimulates pro-inflammatory cytokine secretion from monocytes/macrophages (14,
15), neutrophil phagocytosis (16) and degranulation (17) and phagocyte migration (18). S7100a9* mice are
resistant to adjuvant-induced arthritis and systemic lupus erythematosus, the latter been due at least in part to
reduced CD8* T cell activation (19, 20). In addition, S100a9 deleted mice have less inflammation,
neurodegeneration and cognitive deficits in @ mouse model of Alzeihmer’s disease (21). However, deletion of
S100a9 in TNF overexpressing mice worsens joint inflammation and keratinocytes proliferation (22),
suggesting different functions of S100A9 in inflammatory diseases. S100A8 is one of the most potent
chemotactic factors for neutrophil and monocytes (23), and injection of anti-S100A8 reduces leukocyte
recruitment in different models of acute inflammation (24, 25), indicating a pro-inflammatory role. However,
S100A8 is sensitive to oxidation by reactive oxygen species (26-29), and oxidised S100A8 reduces IgE-
mediated mast cell degranulation and cytokine secretion (30). In addition, chemotactic potential of S100A8 is
lost when oxidised (26, 29). S100a8” have more granulocyte and monocytes precursors (GMP) in bone
marrow, as well as mature neutrophils and monocytes in peripheral blood. In addition, absence of S100a8
diminishes collagen-induced arthritis symptoms by reducing osteoclasts differentiation and activation, and

infiltration of neutrophils (31), suggesting that S100A8 is anti-inflammatory.
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S100A8/A9 is elevated in serum of psoriatic patients, and its level tracks disease activity (32, 33). In
addition, strong expression of S100A8 and S100A9 is a characteristic of skin lesions in psoriasis patients and
mouse models of psoriasis (34-37). Albeit expression is weak or absent in the skin of healthy patients and in
non-lesional skin of psoriasis patients (38), their expression is associated with early events in models of
psoriasis, occurring before histological alterations or cytokine dysregulation (39, 40). High level of IL-22 (5) and
lens epithelium-derived growth factor (LEDGF) (41) in psoriatic skin contribute to the increased expression of
S100A8/A9. S100A8 and S100A9 act as pro-angiogenic factors by inducing endothelial cell proliferation,
migration and capillary-like tube formation, and promote keratinocyte proliferation (42, 43). In addition,
S100A8/A9 released by keratinocytes regulates the activation of dermal fibroblasts upon dehydration of human
skin (44), and regulates the expression and release of complement C3 expression by keratinocytes (45).
These observations suggest that S100A8 and S100A9 are potential mediators in psoriasis, with possible

intracellular and extracellular functions in epidermal hyperplasia, leukocyte infiltration and angiogenesis.
In this study, we investigated the roles of S100A8 and S100A9 in imiquimod-induced psoriasis by

comparing both S100a8” and S100a9 mice. Our data show that psoriasis symptoms are aggravated in

absence of S100A8 and S100A9 due to increased hyperplasia, neutrophils infiltration and Th17 response.
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Material and methods

Mice and treatments. All experiments were carried out in accordance with the Université Laval
Animal Protection Committee (Québec City, Québec, Canada). WT, S100a8-deficient and S7100a9-deficient
mice (31, 46) (8-10 weeks old) received daily topical applications of 80mg of commercially available 5% IMQ
cream Aldara (Bausch Health, Laval, QC, CA) for 10 days on their shaved back. Erythema, desquamation, and
hyperplasia of the skin were scored daily on a scale from 0 to 3: (0, none; 1, slight; 2, moderate; 3, marked),

for a maximum score of 9.

Isolation of cells. Mice were sacrificed by cervical dislocation, and the blood, ears, back skin, femurs
and lymph nodes were recovered. Bone marrow cells were collected from the femurs by flushing with RPMI
medium supplemented with 5% fetal bovin serum (FBS). Erythrocytes were lysed by suspending the cells in
0.15 M NHA4CI for 5 min followed by centrifugation at 300 x g, then washed with PBS. Inguinal lymph nodes
were disrupted using a syringe piston through a 70 um filter. Dermis cell suspension was prepared as
previously described (47). Briefly, ears or back skin were extracted and kept in cold RPMI containing 5% FBS.
Sheets of ear skin were separated using forceps. The skin was then incubated in a solution of Hank's
Balanced Sodium Solution (HBSS) + 2.4 mg/mL Dispase Il (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) for 60 min
at 37°C to separate epidermis from dermis. Epidermis was discarded using forceps and dermis cut into small
pieces using scissors then incubated in a solution of HBSS + 10% FBS + 2 mg/mL of collagenase type D
(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) for 2 h. Cell suspension was homogenized by passing through a 19G
syringe and filtered through a 70 um filter.

Lymphocyte stimulation. Cells from inguinal lymph nodes and skin were rinced with sterile PBS +
2% FBS then seeded at 1x108 of cells/mL in RPMI + 10% FBS + 0,2% Primocin (Invivogen, San Diego, CA,
USA) + 1X non-essential amino acids + 50ng/mL phorbol 12-myristate 13-acetate (Sigma-Aldrich, Saint-Louis,
MO, USA) + 1uM lonomycin (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) + 1uL/mL of GolgiStop (BD Bioscience,
San Diego, CA, USA) for 5h at 37°C, 5% CO2. Cells were then centrifuged 10 min at 300 x g, rinced with PBS

and analysed by flow cytometry.

Flow cytometry. Leukocytes were stained with Live/Dead Fixable Blue Dead Cell Stain (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and Fc receptors on cells were blocked by incubation with Fc block
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Cell labelling was performed using a combination of
monoclonal antibodies (Supplementary Table 1). Intracellular antigens were detected following
permeabilization using the Intracellular Fixation & Permeabilization buffer set (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) and labelling with monoclonal antibodies (Supplementary Table 1). Cell fluorescence was
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analyzed on a BD LSR/LSRII (BD Biosciences, Mississauga, ON, CA) and data was analyzed using the
FlowJo 10 software (BD, Franklin Lakes, N.J., USA).

Histological analysis. Skin samples were fixed in 4% paraformaldehyde then embedded in paraffin,
and cut into 5 um sections. The sections were deparaffinised and rehydrated before been stained with
hematoxylin and eosin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Skin sections were visualized using an
Eclipse TE300 inversed microscope (Nikon, Tokyo, Japan). Epidermis and dermis thickness were assessed
using ImageJ software 1.51d (NIH, USA).

Immunofluorescence staining. Skin sections were deparaffinised in xylene then rehydrated, and
heated 15 min in 10mM citrate buffer pH 6 at 65°C. After blocking of non-specific binding using a solution of
PBS + 3% BSA + 0.1% saponine for 45 min at 37°C, the slides were incubated with rat anti-S100A9 (clone
2A5; 10 pg/mL), rabbit anti-S100A8 (10 ug/mL) or rat anti-S100A8 (clone # 335806; 10ug/mL) (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), rabbit anti-Ki-67 (1/500) (Abcam, Cambridge, EN), rabbit anti-K10 (1/100) (Abcam,
Cambridge, EN), rat anti-Ly6G (clone 1A8; 2 pg/mL) (StemCell technologies, Vancouver, BC, CA) or total IgG
from rabbit or rat for 2h at RT. After washings, tissue sections were incubated with Alexa488 goat anti-rabbit
IgG (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) or Alexa647 goat anti-rat IgG (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) (1/1000) + 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (1/3000) for 1 hour at RT. Sections were
then washed and coverslips were mounted with fluorescence mounting medium (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). Pictures were taken using a DMI 6000B inversed microscope (Leica, Wetzlar, GER) and
analyzed using Volocity® 5.4 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

Skin homogenate preparation. Skin samples (100 mg) were flash-frozen in liquid nitrogen. Frozen
tissues were cut into small pieces in liquid nitrogen using scissors. Pieces were grinded in liquid nitrogen to a
fine powder. After nitrogen evaporation, tissue powder was homogenized with 1mL of Tissue Extraction
Reagent | (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) supplemented with protease inhibitors (Roche,
Basel, CH) then centrifuged 5 min at 10,000 x g at 4°C. Supernatant were harvested and protein concentration
assessed using the BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to the

manufacturer’s instructions.

ELISA. Blood was collected, centrifuged and plasma frozen at -20°C. S100A8 and S100A9
homodimers, and S100A8/A9 heterodimer were quantified by ELISA as described previously (46).
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Multiplex Assays. CXCL1 concentrations in skin homogenates and culture supernatants were
measured using ProcartaPlex Immunoassays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to the

manufacturer’s instructions.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed with GraphPad Prism v7 (GraphPad, San
Diego, CA, USA). Two-way ANOVA with Bonferroni’s correction was used for PASI score of imiquimod-
induced psoriasis and Mann-Whitney test for other experiments. The p values < 0.05 were considered
significant. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.
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Results

Deletion of S100a8 and S100a9 aggravates imiquimod-induced psoriasis. To investigate the
roles of S100A8 and S100A9 in psoriasis, we first analyzed the expression and localization of S100A8 and
S100A9 by immunofluorescence in imiquimod-treated WT skin. S100A8 and S100A9 were not expressed by
keratinocytes of naive mice. However, we observed a strong co-expression of S100A8 and S100A9 in the
epidermis layer of imiquimod-treated mice as well as in infiltrating dermal leukocytes (Fig. 1A). Interestingly,
S100A8 and S100A9 were detected in the cytosol and nuclei of apical keratinocytes. S100A8 and S100A9
homodimers, as well as S100A8/A9 heterodimer are secreted by keratinocytes and myeloid cells (48, 49). We
therefore quantified S100A8/A9 and S100A8 and S100A9 homodimers in serum. Calprotectin concentration
was significantly increased by more than 2-fold in the serum of imiquimod-treated mice compared to naive
serum (Fig. 1B). In addition, S100A9 homodimers were slightly increased in imiquimod-treated WT mice

compared to naive mice (p= 0.5476, Fig. 1C) while S100A8 homodimers were undetectable in serum.

We next induced psoriasis in S100a8- and S100a9-deficient mice. Imiquimod induced erythema, skin
hypertrophy and desquamation in WT, S100a8+ and S100a9+. While clinical scores diminished in WT mice by
day 6, they remained elevated in both S100a8- and S100a9-deficient mice from day 8 to 10 (Fig. 1D). As
expected, ST00A8 and S100A9 expression was absent from S100a8+ and S100a9 mouse skin, respectively.
However, de novo expression of S100A9 and S100A8 was observed in S100a8+ and S100a97 imiquimod-
treated mice, respectively, and their expression was mostly localized in the cytosol and nucleus of
keratinocytes in the apical side of the epidermis (Fig. 1E). We then neutralized extracellular S100A8 and
S100A9 activity using antibodies in WT mice to decipher the contribution of extracellular and intracellular
functions of S100A8 and S100A9 in psoriasis (Fig. 1F and G). We observed a significant increase of PASI
score with the anti-S100A8 and anti-S100A9, indicating that extracellular S100A8 and S100A9 diminish
symptoms of psoriasis. While intracellular functions of S100A8 and S100A9 have been described in
keratinocytes (50, 51), these observations indicate that extracellular S100A8 and S100A9 reduce psoriasis

symptoms.

S100A8 controls the proliferation and differentiation of mouse keratinocytes. As imiquimod-
induced psoriasis is characterized by skin hyperplasia, we measured dermis and epidermis from skins of naive
and imiquimod-treated mice. As expected, imiquimod caused a significant thickening of the dermis and
epidermis compared to naive mice for all groups (Fig 2A and 2B). No differences were observed in dermis
thickness between WT, S7100a8” and S7100a9* treated mice. However, epidermis hyperplasia was
significantly enhanced in S100a8”- and S100a9* mice compared to WT mice (with a moderate increase for

S100a9+ mice; Fig. 2C). Assessment of keratinocyte proliferation using Ki-67 staining revealed higher number
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of Ki-67+ cells in S100a8+ epidermis compared to WT (Fig. 2D and 2E) indicating that S100A8 regulates
keratinocyte proliferation. No significant differences between S7100a9* and WT epidermis were observed,

suggesting that keratinocytes proliferation is independent of S100A9.

S100A8 and S100A9 expression was mostly localized in the apical part in imiquimod-treated
S100a8” and S100a9"- mice (Suppl. Fig. 2A-D). In naive skin, keratinocytes proliferate in the basal side of
epidermis, then differentiate and express terminal differentiation markers such as cytokeratin 10 (K10) (52).
Rupture of controlled proliferation is accompanied by modified differentiation. We therefore investigated the
expression of the early keratinocyte maturation marker expression K10 by microscopy. K10 expression was
homogenous along epidermis cells in psoriatic WT and S100a9- mice. In contrast, expression of K10 was
decreased and heterogeneous in psoriatic S100a8” epidermis, suggesting that keratinocytes differentiation is
also controlled by S100A8 (Fig. 2F). These results suggest that S100A8 in keratinocytes diminish proliferation

and regulates differentiation induced by imiquimod.

Deletion of S100a8 and S100a9 enhances IL-17 responses in draining lymph nodes and
dermis. We next investigated the effects of S100A8 and S100A9 on the immune response. We assessed the
expression of S100A8 and S100A9 in CD11c expressing cells of skin-draining lymph nodes from naive and
imiquimod-treated WT mice. While less than 1% of CD11c* cells co-express S100A8 and S100A9 in lymph
nodes of naive WT mice, we observed a small population (approximately 4%, p= 0.1) of CD11c* cells that
strongly co-expressed S100A8 and S100A9 in imiquimod-treated WT mice (Fig. 3A and B, Suppl. Fig. 2A).
Among cells recruited to inflammatory sites, monocytes can give rise to DCs including CD11b* moDCs that are
essential to generate psoriasis-like skin inflammation (53). Naive WT, S7100a8- and S100a9-deficient mice
had similar number of CD11b* CD11c* MHCII* moDCs in dermis (Suppl. Fig 2B and 2C). However, more
CD11b* CD11¢c* MHCII* moDCs migrated to the inguinal lymph nodes in psoriatic S100a8”- mice, but not
S100a9* mice compared to WT mice (Fig. 3C, Suppl. Fig. 2D). These results suggest that absence of

S100A8 increases myeloid DC migration from the skin to the draining LNs.

We next examined IL-17A/F expressing cells in inguinal LNs and dermis by flow cytometry. Imiquimod
treatment led to a significant increase in CD4* IL-17A/F* T cells number in the draining lymph nodes of
S100a8”and S100a9 mice compared to WT mice (Fig. 3D and E, Suppl. Fig. 3A). We observed the same
pattern in dermis where CD4* IL-17A/F* T cells were increased in S7100a8* and S100a9- mice compared to
WT mice (Fig. 3F and G, Suppl. Fig. 3B).
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Increased IL-17A/F production amplifies keratinocytes proliferation and hyperplasia in
S$100a8+ and S100a9- mice. To confirm that inflammation in absence of S100A8 and S100A9 is dependent
of IL-17, we treated WT, S100a8+ and S100a9 mice with neutralizing anti-IL-17A, anti-IL-17F or a control Ab.
We observed a significant reduction of clinical scores in S100a8”- and S100a9” mice treated with anti-IL-17A
but not WT mice (compared to control Ab; Fig. 4A). Injection of neutralising anti-IL-17F significantly reduced
psoriasis in WT, S100a8* and S100a9" mice (Fig. 4B). This was also associated with a significant decrease
in the hyperplasia of the epidermis, as well as proliferating keratinocytes (Ki-67* cells) in S100a8* and
S100a9+ mice (Fig. 4C and 4D). Together, these results suggest that Th17 response is enhanced in absence
of S100A8 and S100A9, resulting in skin hyperplasia.

Infiltration of neutrophils is increased in imiquimod-treated S700a8” and S7100a9"- mice. We
next examined skin inflammation in absence of S700a8 and S100a9. We detected a significant increase of the
neutrophil chemoattractant CXCL1/GRO-a concentration in skin of both S100a8” and S100a9- imiquimod-
treated mice compared to their WT littermate (Fig. 5A). We then assessed the infiltration of neutrophils in the
skin by counting Ly6G* cells in dermis and detected a 3-fold increased number of Ly6G* cells in the dermis of
psoriatic S100a8- and S100a9-deficient mice compared to psoriatic WT mice (Fig. 5B and 5C). As Th17
response is augmented in S7100a8* and S100a9+ mice, we next quantified dermis infiltrating Ly6G* cells after
treatment with anti-IL-17A and anti-IL-17F. Interestingly, anti-IL-17A or IL-17F had no effects on neutrophil
accumulation in dermis of WT mice. However significantly less Ly6G* cells were detected in both psoriatic
S100a8” and S100a9" mice treated with anti-IL-17A or IL-17F compared to WT treated mice (Fig. 5D). Thus,
deletion of S700a8 and S7100a9 leads to enhanced expression of IL-17A/F and CXCL1, leading to the

accumulation of neutrophils in the dermis.
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Discussion

The serum and skin contain elevated levels of S100A8 and S100A9 in patients suffering from
psoriasis and their levels correlate with disease activity (32, 54). In addition, S100A8/A9 is a biomarker of
subclinical inflammation (55) and serum S100A8/A9 predicts treatment escalation in chronic inflammatory
syndromes such as IBD (56) and non-responsiveness in rheumatoid arthritis patients (57). There is therefore a
strong correlation between S100A8/A9 and disease intensity in chronic inflammation. In this study, we identify
S100A8 and S100A9 as negative regulators of the IL-17 immune axis in psoriasis. We report that S100A8 and
S100A9 are expressed by keratinocytes and myeloid cells in psoriatic skin and serum. Psoriatic S100a8”- and
S100a9 mice showed aggravated disease, with elevated production of IL-17A and F from CD4 T cells. The
increased presence of IL-17A and F in S100a8* and S100a9* mice enhanced neutrophil migration to the skin,
as well as keratinocyte proliferation. Taken together, these results suggest a regulatory role for S100A8 and

S100A9 in skin inflammation through the reduction of IL-17A and F production.

This study is the first comparison of inflammatory responses in both S100a8” and S100a9” mice.
S100A8 and S100A9 are the most abundant alarmins found in serum of psoriatic patients (32). Strong
expression of S100A8 and S100A9 has also been reported in several mouse models of psoriasis (37, 49, 58).
Although they were proposed as biomarkers for psoriasis (33) and psoriatic arthritis (59), their exact functions
in the pathogenesis of psoriasis is still controversial. We observed worsened psoriasis symptoms in S100a8"
and S100a9 mice, with a milder clinical score in S7100a9-- compared to S100a8*. This suggests that S100A8
and S100A9 homodimers regulate inflammation differently and have distinct function. However, the possibility
still exists that S100A8/A9 heterodimers repress inflammation, with S100A8 homodimers and S100A9
homodimers having anti-inflammatory and pro-inflammatory functions, respectively. Indeed, a recent study
suggests that the heterodimer S100A8/A9 is involved in an auto-inhibitory mechanism through tetramerization
of two S100A8/A9 heterodimers in vitro, blocking the cascade of activation linked to TLR4/MD2 binding (22).
Naive S100a8“ and S100a9”- mice lack protein expression of S100A8/A9 and S100A9 and S100AS8
respectively. Although the S100A8/A9 heterodimer is the secreted form predominantly measured in plasma of
psoriatic WT mice, the homodimers are de novo expressed in inflamed skin and neutrophils from S700a8* and
S100a9+ mice, and can possibly exhibit both intra and extracellular functions. While deletion of S100a8 or
S100a9 had similar effects on Th17 activation and neutrophil migration to the skin, deletion of S100a8
increased proliferation, and reduced differentiation of keratinocytes. Since S100A9 protein is expressed in
psoriatic S100a8” keratinocytes, these results suggest that either S100A8 down-regulates keratinocyte
proliferation, or S100A9 homodimers induce keratinocyte proliferation. Therefore, differences observed
between S100a8* and S7100a9” particularly on keratinocyte proliferation and differentiation as well as

dendritic cells recruitment, cannot be explained only by the absence of the heterodimer S100A8/A9, but more

108



likely by the contribution of the S100A8 and S100A9 homodimers. No notable differences were observed in
keratinocyte proliferation and differentiation in absence of S100A9 in this model of psoriasis. However,
S100A9 appears to control keratinocyte proliferation as S100a9” mice epidermis display increased Ki-67
positive keratinocytes in a model of papillomas (60). Given the high expression of S100A8 and S100A9 in
keratinocytes in hypertrophic scars and keloid tissues (44), it is tempting to speculate that they participate in

the hyperproliferation of keratinocytes in pathological conditions.

Loss of S100A8 and S100A9 resulted in an increased IL-17AF response in both skin and lymph
nodes. Moreover, we showed that the amplified hyperplasia in S7100a8* and S7100a9* mice is highly
dependent of the secretion of IL-17A and IL-17F. IL-17A and IL-17F contribute equally to psoriatic
inflammation induced by imiquimod (61). IL-17A induces increased proliferation and aberrant differentiation of
keratinocytes in psoriatic skin (62). In addition, IL-17A amplifies the inflammatory network by promoting the
release of antimicrobial peptides and pro-inflammatory cytokines and chemokines (63). We detected an
increased migration of dendritic cells to the lymph nodes in psoriatic mice, which might explain the increased
presence of Th17 cells. In turn, the enhanced secretion of IL-17A and F would promote keratinocyte
proliferation and the migration of inflammatory cells to the skin, leading to the aggravated psoriasis symptoms.
We observed a greater efficiency of the IL-17F neutralizing antibody compared to the anti-IL-17A on the
psoriasis symptoms which is consistent with the finding that //17f* mice show a higher disease resistance than
l17a* in the imiquimod-induced psoriasis (61). We hypothesize that myeloid-derived dendritic cells from
S100a8” and S100a9” mice are more efficient to activate Th17 through cytokines secretion. Further

investigations would be needed to verify this hypothesis.

Manitz et al. reported that neutrophil migration is weakened in S100a9 mice (64). However, we
demonstrated that neutrophil infiltration in arthritic paws is increased in absence of S100A8 (31). In addition,
neutrophil recruitment was not diminished in psoriatic skin of S7100a8” and S100a9 mice, suggesting that
migration of neutrophils is not impaired in the absence of S100A8, S100A9 and the S100A8/A9 heterodimer.
We observed a greater infiltration of neutrophils through the dermis of both S100a8+ and S100a9-, associated
with an increased concentration of CXCL1 in the skin and this infiltration was dependant on IL-17A and IL-17F.
However, as circulating neutrophils are more numerous in S700a8-deficient mice (31), we cannot rule out that
the enhanced migration of neutrophils to the inflammation site observed in S100a8* and S100a9* might be

due to their increased availability from the circulation.

S100A8 was first identified as a potent neutrophil chemotactic factor (65). Anti-S100A8 also reduces

myeloid cell accumulation in models of gout, streptococcal pneumonia and LPS inflammation (18, 66, 67),
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indicating pro-inflammatory activities. However, glucocorticoids and IL-10 induce S100A8 expression (68-70),
suggesting an anti-inflammatory function for this protein. In addition, S100A8 induce the expression of IL-10,
and its inhibition aggravates chronic inflammation like collagen-induced arthritis (31), indicating that it dampens
this immune response. Our results support anti-inflammatory functions for S100A8 in psoriasis. Extracellular
activity of S100A8 is controlled by its oxidation and nitrosylation on its cysteine residue, leading to the
formation of covalent bounds between the monomers (27, 28). Oxidized S100A8 is anti-inflammatory,
inhibiting mast cell degranulation and cytokine secretion induced by FceR crosslinking (28, 30, 71, 72). Thus, a
picture emerges in which S100A8 is rapidly secreted during inflammatory reactions. Secreted S100A8 would
enhance the inflammatory response until its oxidization by ROS produced at the inflammatory site. Oxidized

S100A8 would then dampen the immune response in chronic inflammation.

S100A9 is widely viewed as a pro-inflammatory factor, inducing phagocytosis, degranulation, and
ROS production by neutrophils and monocytes (16). S100A9 also induces cytokine secretion by monocytes
by activating NF-kB and the inflammasome, activates T cells, and blocking S100A9 reduces chronic
inflammation (14, 73). S100a9* mice have reduced inflammation in antigen-induced arthritis (74). Surprisingly,
we found that inflammation is increased in imiquimod-induced psoriasis in S100a9"- mice. This contrasts with
the protective effect provided by the deletion of S700a9 in the Jun and JunB double knockout model of
psoriasis (51). This might be due to the essential role played by IL-17 in the imiquimod model as these two
psoriasis models differ in their requirement of IL-17. Like in human psoriasis, the IL-23/IL-17 inflammation axis
is essential in the imiquimod-induced psoriasis (61). Since the AP-1 transcription factor JunB is required for
Th17 cell differentiation (75), this axis cannot play a role in the Jun/JunB double knockout model of psoriasis.
We found that S100A9 controls Th17 numbers and IL-17 expression. In addition, anti-IL-17 antibodies inhibit
S100A8 and S100A9 expression, but increase IL-17 expression in the DBA-1 model of psoriasis-like dermatitis
(76), suggesting an IL-17 — S100A8/A9 regulatory loop in psoriasis. The anti-inflammatory role of S100A9 in

the imiquimod model of psoriasis could therefore be due to the control of IL-17-induced inflammation.

In conclusion, this research exposes some new and unexpected anti-inflammatory functions of the
extracellular DAMPs S100A8 and S100A9 in the context of skin inflammation. It demonstrates that these
proteins can exert pro- and anti-inflammatory activities depending on the disease model and/or tissues

involved.
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FIGURE 1: Extracellular S100A8 and S100A9 diminish imiquimod-induced psoriasis symptoms. (A)
Skin sections from 10-day imiquimod-treated WT mice stained with anti-S100A8 (green), anti-S100A9 (red)
and DAPI (blue). Scale bars represent 25 um. (B and C) S100A8/A9 and S100A9 levels in serum at day 10
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were of mice with psoriasis. Data are means + SEM (Control: n = 5 mice, imiquimod: n = 6 mice). (D)
Cumulative Psoriasis Area Severity Index (PASI) scores of WT, S100a8* and S100a9* mice. Data are means
+ SEM (n = 6 mice per group). (E) Skin sections from 10-day imiquimod-treated S100a8 and S100a9 mice
stained with anti-S100A8 (green), anti-S100A9 (red) and DAPI (blue). Scale bars represent 50 um. (F) PASI
scores of WT mice treated with anti-S100A8 or control Ab. Data are means + SEM (n = 6 mice per group). (G)
PASI scores of WT mice treated with anti-S100A9 or control Ab. Data are means + SEM (n = 6 mice per
group). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; p values were calculated using Mann-Whitney test (B and C), or two-
way ANOVA with Bonferroni’s correction (D, F, G).
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FIGURE 2: S100A8 regulates the keratinocyte proliferation and differentiation. (A) Skin sections from 10-
day imiquimod-treated WT, S100a8* and S7100a9” mice stained with hematoxylin and eosin. Scale bars
represent 200 um. (B) Dermis and (C) epidermis thickness of WT, S100a8+, S100a9” mice at day 10. Data
are means + SEM (n = 6 mice per group). (D) Skin sections from 10-day imiquimod-treated WT, S7100a8"- and
S100a9” mice stained with anti-Ki-67 (green) and DAPI (blue). Scale bars represent 50 pum. (E) Numbers of
Ki-67* nuclei per high power field (HPF) at day 10 in imiquimod-treated WT, S100a8* and S100a9* mice
skins. Data are means + SEM of at least 18 HPF from slides of 6 mice per group. (F) Skin sections from
imiquimod-treated WT, S7100a8* and S100a9” mice at day 10 stained with anti-K10 (green) and DAPI (blug).
Scale bars represent 50 pum. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; p values were calculated using Mann-Whitney
test (B, C, E).
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FIGURE 3: IL-17AF response is increased in S100a8”-and S100a9-- mice. (A) Expression of S100A8 and
S100A9 in CD45* CD11c* cells in lymph nodes from naive and imiquimod-treated WT mice at day 10. (B)
Percentage of CD45* CD11c* cells co-expressing S100A8 and S100A9. Data are means = SEM (n = 3 mice
per group). (C) CD11bMier CD11c* MHCII* cells in inguinal lymph nodes of naive and imiquimod-treated WT,
S100a8” and S100a9” mice at day 10. Data are means + SEM (n = 4 mice per group). (D) Representative
flow cytometry profiles of CD4* IL-17A/F* T cells in inguinal lymph nodes. (E) CD4* IL-17A/F* T cells in iLN
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from imiquimod-treated WT, S7100a8+ and S100a9- mice at day 10. Data are means £ SEM (n = 4 mice per
group). (F) Representative flow cytometry profiles of CD4* IL-17AF* T cells in dermis. (G) CD4* IL-17A/F* T
cells from imiquimod-treated WT, S100a8* and S100a9* mice at day 10. Data are means + SEM (n = 4 mice

per group). *p<0.05; **p<0.01; p values were calculated using Mann-Whitney test (B, E, G).
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FIGURE 4: Anti-IL-17A and anti-IL-17F diminish hyperplasia and keratinocytes proliferation in S100a8"
and S100a9* mice. Cumulative Psoriasis Area Severity Index (PASI) scores of WT, S100a8” and S100a9"

mice treated with (A) anti-IL-17A or (B) anti-IL-17F or control Ab. Data are means + SEM (n 2
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group). (C) Epidermis thickness of WT, S100a8+, S100a9” mice treated with anti-IL-17A, anti-IL-17F or
control Ab at day 10. Data are means = SEM (n = 5 mice per group). (D) Numbers of Ki-67* nuclei per high
power field (HPF) at day 10 in imiquimod-treated WT, S7100a8”- and S7100a9- mice treated with anti-IL-17A,
anti-IL-17F or control Ab. Data are means £ SEM of 12 HPF from sections of four individual animals. *p<0.05;
**p<0.01; **p<0.001; p values were calculated using Mann-Whitney test (C and D), two-way ANOVA with

Bonferroni’s correction (A and B).
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FIGURE 5: Enhanced neutrophil infiltration in the skin of S700a8” and S7100a9” mice. (A) CXCL1
concentrations in skin homogenates of WT, S100a8* and S100a9- mice at day 10. Data are means + SEM (n
= 4 mice per group) (B) Skin sections from 10-day imiquimod-treated WT, S7100a8+, S100a9 mice stained
with anti-Ly6G (red) and DAPI (blue). Scale bars represent 50 um. (C) Ly6G* cells per high power field (HPF)
of sections of imiquimod-treated WT, S100a8* and S7100a%”- mice. Data are means + SEM (n = 6 mice). (D)
Ly6G* cells per HPF of skin sections of imiquimod-treated WT, S7100a8” and S100a9* mice treated with anti-
IL-17A, anti-IL-17F or control Ab. Data are means + SEM (n = 4 mice). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; p

values were calculated using Mann-Whitney test (A, C, D).
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Supporting information
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Supplementary figure 1: S100A8 and S100A9 are expressed by Ki-67- cells in the epidermis. Skin
sections from 10-day imiquimod-treated WT (A and B), S100a8* (C) and S100a9 (D) mice stained with anti-
S100A8 (red) or anti-S100A9 (red), anti-Ki-67 (green) and DAPI (blue). (E) Isotype control staining of a section

of WT mouse. Scale bars represent 50 um.
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Supplementary figure 2: (A) Gating strategy of CD11c* dendritic cells in dermis. (B) Gating strategy of
CD11b* CD11c* MHCII* dendritic cells in dermis. (C) Percentage of CD11b* CD11¢* MHCII* cells from CD45¢
cells in dermis of naive WT, S100a8” and S100a9-. Data are means + SEM (n = 4 mice). (D) Gating strategy
of CD11b* CD11c* MHCII* dendritic cells in lymph nodes.
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Supplementary Table 1: Antibodies used in this study

Antigen Clone Supplier

CD11b M1/70 BDBiosciences

CD11c HL3 BDBiosciences

CD4 RM4-5 eBiosciences/Thermo Fisher
CD45 30-F11 BDBiosciences

IL-17A 17F3 BioXCell

IL-17AF B8KN8R eBiosciences/Thermo Fisher
IL-17F MM17F8F5.1A9 BioXCell

K10 EP1607IHCY Abcam

Ki-67 ab833 Abcam

Ly6G 1A8 BDBiosciences

MHC-II M5/114.15.2 BDBiosciences

S100A8 335806 R&D Systems

S100A8 polyclonal In house

S100A9 2A5 In house

TCRy/d ebioGL3 eBiosciences/Thermo Fisher
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Chapitre 4 Discussion générale et perspectives

1. Contexte

Les maladies auto-immunes comme l'arthrite rhumatoide et le psoriasis affectent plusieurs millions de
personnes a travers le monde et ne possédent pas de traitements curatifs (135, 521). Les motifs moléculaires
associés aux dommages cellulaires S100A8 et S100A9 sont deux protéines retrouvées en abondance dans le
sérum et aux sites d'inflammation des patient(e)s atteint(e)s d'arthrite rhumatoide et de psoriasis (484, 504).
Ces deux protéines sont exprimées constitutivement par les neutrophiles et les monocytes ainsi que par de
nombreux types cellulaires & la suite de leur activation (347). A 'heure actuelle, les fonctions précises de ces
deux protéines dans la réaction inflammatoire associée aux maladies auto-immunes sont peu connues. De
nombreuses études identifient des fonctions pro-inflammatoires pour S100A8 et S100A9, mais aussi anti-
inflammatoires pour S100A8 dépendantes de I'oxydation, ce qui suggére des roles différents pour S100A8 et
S100A9. Auparavant, nous avons démontré que S100A9 est pro-inflammatoire dans I'arthrite induite par le

collagéne chez la souris.

Au regard de la littérature, j'ai fait 'hypothése que la protéine S100A8 est anti-inflammatoire et que la
protéine S100A9 au contraire aggrave l'inflammation liée aux maladies auto-immunes. Les études présentées
en chapitre 2 et 3 ont permis de tirer les conclusions suivantes : 1) S100A8 contréle la différenciation des
cellules myéloides et est anti-inflammatoire dans I'arthrite rhumatoide chez la souris. 2) S100A8 et S100A9

sont anti-inflammatoires dans le psoriasis chez la souris et régule la réponse des lymphocytes Th17.

2. Les souris déficientes pour S100a8

La délétion de S100a8 (via la disruption de I'exon 2) fut considérée longtemps comme impossible car
|étale pour 'embryon (438). En retirant les exons codants 2 et 3 du géne de S100A8, notre laboratoire a réussi
le développement de souris déficientes pour S100a8 viables et fertiles ce qui confirme que S100A8 n'est pas

essentielle au développement embryonnaire comme il était suggéré (344).

- Fonctions liées a la migration des cellules myéloides
Nous avons pu montrer dans l'introduction de cette these que les fonctions de S100A8 associées a la
migration des cellules myéloides sont controversées. Pour comprendre le réle précis de S100A8 dans la
migration cellulaire, nous avons décidé d'étudier dans un premier temps le recrutement des neutrophiles dans
deux modeles d'inflammation aigué a I'aide des souris S100a8*. Ces observations suggérent I'existence d’un
mécanisme compensatoire a I'absence de S100A8 et de I'hétérodimére S100A8/A9 qui permet un recrutement

similaire aux souris sauvages dans l'inflammation aigué. En revanche, nous n'avons pas pu effectuer la
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mesure de I'expression de 'homodimére de S100A9 dans nos expériences avec les modeles d'inflammation
aigué de la poche d'air et de thioglycolate chez les souris S100a8". Nos études suggérent que S100A8 régule
donc la migration des neutrophiles dans l'inflammation chronique, mais possiblement pas dans l'inflammation
aigué. Ensuite, je me suis intéressé a I'expression de novo de S100A9. La présence de I'homodimére de
S100A9 est observée dans les pattes arthritiques et la peau psoriasique des souris S7100a8* (Chapitre 3, Fig.
1E), nous pouvons donc exclure un possible effet de novo de S100A9 dans nos modéles d'inflammation aigus.
En revanche, nous avons montré précédemment que le traitement de souris arthritiques avec un anticorps
anti-S100A9 vient diminuer linfiltration de neutrophiles dans les articulations et les souris déficientes pour
S100a9 arthritiques présentent également une infiltration diminuée dans les articulations (494, 495). Ces
observations montrent que S100A9 augmente la migration des neutrophiles in vivo dans le synovium des
souris arthritiques. Cependant, dans le modéle de psoriasis induit par 'imiquimod j'ai montré que les souris
S100a9” ont un nombre plus important de neutrophiles infiltrés dans la peau (Chapitre 3, Fig. 5B-C). En
comparant donc ces différentes études, nous pouvons conclure que les fonctions de S100A9 dans la migration

des neutrophiles vers le site d'inflammation semblent étre dépendantes du modéle de réaction inflammatoire.

Bien qu'il fut montré que I'hétérodimére de calprotectine est important pour la polymérisation des
microtubules chez les neutrophiles et leur migration dans un modele de cicatrisation de la peau chez la souris
(338), je n'ai pas observé de déficience migratoire chez les leucocytes (Chapitre 2 et 3) ou de différences
structurelles chez les neutrophiles des souris S700a8+ par microscopie électronique (résultats internes a nos
laboratoires). Des analyses plus fines sur les propriétés du cytosquelette chez les souris S100a8” seraient

requises pour tirer une conclusion a ce sujet.

Les résultats de mes études suggérent que S100A8 diminue donc la migration des neutrophiles au
site inflammatoire et des cellules dendritiques aux ganglions lymphatiques tandis que S100A9 diminue
seulement la migration des neutrophiles. S100A8 et S100A9 ont donc des fonctions liées a la migration
cellulaire dépendantes du type cellulaire et qui peuvent étre indépendantes de I'hétérodimére. Une limite
importante est 'absence de données comparables avec les souris déficientes pour S100a9 dans I'étude de la
migration de certains types cellulaire. Des essais de migration in vitro des neutrophiles et
monocytes/macrophages des souris S100a8” et S100a9” permettraient de comparer en détail les fonctions et
mécanismes de migration de types cellulaire qui expriment et sécretent différents taux de ces protéines. De
plus, linjection des protéines S100A8 et S100A9 respectivement aux souris déficientes pour S7100a8 et
S100a9, dans les modéles d'arthrite et de psoriasis permettrait d’affirmer ou non les conclusions faites avec
les souris S100a8" et S100a9".
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- Fonctions liées a la différenciation des cellules myéloides

L'article présenté en chapitre 2 a permis de montrer que S100A8 diminue la différenciation des
cellules myéloides. Une perspective intéressante serait d’étudier le mécanisme précis par lequel S100A8
contribue a diminuer la différenciation. Une possibilité serait la rupture du ratio des concentrations des
protéines S100A8 et S100A9. Nous avons montré que S100A9 augmente la différenciation des cellules
leucémiques myéloides via le TLR4 (390). Pour commencer I'étude de cette possibilité, jai injecté différentes
quantités des protéines S100A8 et S100A9 par voie intraveineuse a des souris sauvages et analysé les taux
de progéniteurs et cellules myéloides dans la moelle osseuse et le sang au bout de 24 heures. J'ai tout
d’'abord observé tout d’abord que l'injection de 2 ug de S100A8 recombinante diminue le pourcentage de
GMP dans la moelle osseuse sans affecter le pourcentage de cellules myéloides matures. L'injection de
S100A9 recombinante augmente le pourcentage de neutrophiles (Ly6Ghish Ly6Cmed) dans la moelle osseuse et
cette augmentation est abolie par l'injection de S100A8 & un ratio 1:10 et 1:1. (Chapitre 4, Fig. 1). La
formation de I'hétérodimére de calprotectine est un mécanisme possible de l'inhibition de la différenciation par
S100A8, je n'ai pas détecté cependant d’expression visible de S100A9 dans les cellules myéloides des souris
S100a8* naives (Chapitre 2, Fig 1A) ce qui exclue I'hypothése que S100A9 est responsable de
I'augmentation de la différenciation des cellules myéloides. En considérant 'ensemble de ces observations, il
est probable que la protéine S100A8 inhibe la différenciation via un mécanisme indépendant, qui peut-étre

intracellulaire ou lié a un récepteur inconnu dont les voies de signalisation interférent avec celles du TLR4.
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Figure 1 : Pourcentage de cellules CD11b*, neutrophiles et GMP dans la moelle des souris sauvages
traitées avec S100A8 et S100A9. Des souris sauvages C57BL/6 ont été injectées par voie intraveineuse
avec différentes quantités des protéines recombinantes S100A8 et S100A9. 24h post-injection les
pourcentages des cellules CD11b+, des neutrophiles (CD45* CD11b* Ly6Cmed Ly6Ghisn) et GMP (Lin- Sca1-
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cKitt CD16/32"sh CD34+) dans la moelle osseuse ont été analysés par cytométrie en flux (n = 4 souris/groupe).
(Moyenne + SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; Test de Student).

Des expériences supplémentaires seraient nécessaires pour approfondir I'étude des fonctions de
S100A8 et S100A9 dans la myélopoiése et granulopoiése. Par exemple, allonger le temps de stimulation par
linjection de S100A8 et S100A9 recombinantes sur une période plus longue. Il serait aussi important d'étudier
linduction de la prolifération des progéniteurs de cellules myéloides a la suite de l'injection de S100A8 et
S100A9.

Aussi, malgré une plus forte différenciation et production de cellules dendritiques a partir de la moelle
osseuse des souris S100a8” nous avons montré un potentiel d’activation des lymphocytes T similaire aux
souris sauvage (Chapitre 2). Une autre approche spécifique d’antigene comme ['utilisation d’un essai de co-
culture avec I'ovalbumine de poulet serait une perspective intéressante. De plus, la comparaison avec les
souris S100a9- apporterait une réponse précise sur le role de S100A8 et S100A9 dans ce processus. Il a été
montré que les cellules dendritiques des souris S100a9* stimulées avec du LPS et de I'lFN-y sécrétent plus
d'IL-6 et d'IL-12 et ont un meilleur potentiel d’activation des lymphocytes T (349). Egalement, le traitement de
ces cellules dendritiques avec de la calprotectine réduit I'activation des lymphocytes T. Jai observé que les
cellules CD11c* présentent dans les ganglions lymphatiques des souris psoriasiques produisent des fortes
quantités des protéines S100A8 et S100A9 (Chapitre 3, Fig. 3B) ce qui suggererait un mécanisme inhibiteur

de l'activation des cellules dendritiques par I'hétérodimére de S100A8/A9 in vivo.

Lors de la caractérisation des souris S100a8#, j'ai identifié par cytométrie en flux et cytométrie de
masse une autre population enrichie parmi les leucocytes en circulation dans le sang périphérique (Annexe B
et C). Cette population est enrichie dans le sang d'un facteur 5 et posséde le phénotype B220- CD19* CD44hish
CD11bmed, Le phénotype suggére que cette population soit un sous-type de lymphocytes B ou de
plasmocytes. Cette observation est intrigante, car les génes des protéines S100A8 et S100A9 semblent étre
exprimés par les lymphocytes B dans les centres germinaux (522). De plus, une seule étude rapporte la
présence de S100A8 et S100A9 a la surface des cellules CD19* de patients lupiques en phase active (523).
Des données internes a notre laboratoire montrent que les souris S7100a8* produisent plus d'lgE. Ensemble
ces données suggéreraient que S100A8 controle la différenciation et la maturation des lymphocytes B et
plasmocytes. Il est intéressant de noter que les souris S100a9 sont susceptibles aux réactions allergiques
(418). Une étude a montré que les souris S100a9” dans un modéle d’asthme présentent une plus forte
inflammation allergique des voies respiratoires avec notamment une plus forte production d'lL-13, d’IgE, mais

aussi un plus fort recrutement de granulocytes éosinophiles (418). La réponse des lymphocytes Th2 y est
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augmentée et celle des lymphocytes Treg diminuée chez les S100a9+. Des études supplémentaires seront

nécessaires pour éclaircir les mécanismes de ces fonctions qui semblent similaire entre S100A8 et S100A9.

Notre étude des fonctions de S100A8 nous a permis de découvrir limportance de cette protéine dans
la régulation de la différenciation pour un nombre important et insoupconné de types cellulaires. Afin de
comprendre par quels mécanismes S100A8 inhibe la différenciation cellulaire, plusieurs études sont encore a
réaliser. Il faut notamment déterminer si 'inhibition de la différenciation est due a des fonctions extracellulaires
de S100A8 comme il a été démontré avec les leucémies myéloides aigués (inhibition de I'activation du TLR4)
(390) ou si la délétion de S100a8 entraine la rupture de mécanismes intracellulaires inhibiteurs de la
différenciation. Les souris S100a8” constituent plus particuliérement un outil idéal a la caractérisation des

récepteurs de S100A8 et la découverte d’un possible nouveau récepteur.

- Fonctions intracellulaires de S100A8

Mes travaux montrent que les neutrophiles des souris déficientes pour S700a8 ont une activité de la
NADPH oxydase moins importante et produisent moins de ROS. Il est intéressant de noter que les
neutrophiles des souris déficientes pour S100a9 présentent en plus une diminution de I'activité de la NADPH
oxydase (367) bien que la premiére caractérisation des cellules des souris S700a9* ne montre aucune
différence dans leur production d’ion superoxyde (346). Une étude complémentaire de la synthése de ROS
par d'autres phagocytes des souris S100a8” et S100a9 comme les macrophages, les cellules dendritiques
ou les kératinocytes serait une perspective intéressante pour compléter ces travaux. Il est notamment connu

que la surexpression de S100A8 et S100A9 dans les cellules HaCaT augmente la génération de ROS (364).

Globalement, la toute premiére caractérisation des souris S7100a8* nous a permis de découvrir un
éventail trés large de fonctions associées principalement a la biologie des cellules myéloides. Nos travaux
confirment avant tout que S100A8 a majoritairement une fonction anti-inflammatoire. Mes résultats suggérent
que S100A8 diminue la différenciation, I'activation des cellules myéloides et la sécrétion de cytokines par les
cellules dendritiques. Afin d’approfondir nos connaissances sur les fonctions de S100A8, il serait intéressant
de tester I'injection d’un anticorps anti-S100A8 et étudier si 'absence de S100A8 extracellulaire entraine des
phénotypes similaires a ceux observés chez les souris S100a8*. Aussi, l'injection de la protéine S100A8
recombinante a des souris déficientes pour S7100a8 permettrait d'affirmer que 'ensemble des fonctions de
S100A8 n'est pas due a la présence de S100A9 ou bien une fonction régulatrice de I'hétérodimére de
S100A8/S100A9.

133



3. Fonctions de S100A8 et S100A9 dans le développement de I'arthrite
rhumatoide chez la souris

Dans lintroduction de cette these, j'ai pu démontrer a quel point la protéine S100A8 est présente
dans l'inflammation liée aux maladies auto-immunes notamment l'arthrite et le psoriasis. Depuis plusieurs
décennies, les études des fonctions de S100A8 dans l'inflammation sans I'utilisation d’'une véritable souris
déficiente empéchent de déterminer précisément ses fonctions alors que les études des fonctions de S100A9
démontrent des fonctions majoritairement pro-inflammatoires. Notre laboratoire s’est tout d’abord intéressé
notamment aux fonctions de S100A9 dans l'arthrite rhumatoide chez la souris. En accord avec la littérature,
nous avons montré que S100A9 est pro-inflammatoire dans le modéle d’arthrite induite par le collagéne (495)
et que l'utilisation d’un anticorps monoclonal contre S100A9 serait une voie de traitement thérapeutique aussi
efficace que le traitement des souris avec un anticorps contre le TNF. Dans un second temps, nous nous
sommes intéressés aux fonctions de S100A8 dans l'arthrite induite par le collagéne (Chapitre 2) et ces
travaux suggérent que les fonctions extracellulaires de S100A8 sont anti-inflammatoires dans I'arthrite
rhumatoide. Plus précisément, j'ai prouvé que l'activité de résorption des ostéoclastes in vitro est plus
importante en 'absence de S100A8 et cette hausse d’activité est annulée par I'ajout de S100A8 recombinant
extracellulaire (Chapitre 2, Fig. 5J). Il fut intéressant d’observer que I'ajout de S100A9 recombinant augmente
l'activité de résorption des ostéoclastes de souris sauvages et S100a8” (données internes) et il est possible
que les ostéoclastes des souris S700a8”- produisent de novo la protéine S100A9. Nos observations in vitro et
in vivo nous ménent a la méme conclusion et sont a la fois en contradiction avec I'étude de Grevers et al. qui
propose au contraire que S100A8 extracellulaire améliore 'ostéoclastogenése et I'activité de résorption (439).
Il est cependant possible que ces différences de fonctions soient dues a plusieurs différences de procédure
expérimentale. Dans notre étude, le traitement avec la protéine S100A8 est ajouté tout au long de la
différenciation in vitro des ostéoclastes tandis que les travaux de Grevers et al. ajoutent S100A8 au jour 4 de
la différenciation. De plus, nous induisons la résorption par acidification du milieu pendant 72h tandis que leur
étude ne mentionne pas cette technique. Enfin, leurs travaux ne contiennent pas [utilisation de souris
déficiente pour S100a8, mais seulement déficiente pour S100a9 ce qui empéche une véritable comparaison. |l
est aussi possible que 'augmentation de la dégradation osseuse dans les pattes des souris S700a8* soit
aussi due a la présence renforcée de neutrophiles dans le synovium (176), mais également de macrophages
observés dans mes travaux avec une augmentation plus modeste dans le synovium (données internes). Le
modele d’arthrite induite par le collagéne chez les souris DBA/1 est fortement dépendant de I'lL-17 et nos

travaux semblent indiquer que S100A8 contréle le développement des lymphocytes Th17.

L'arthrite induite par le collagéne entraine la génération d’anticorps contre le collagéne. Nous avons

mesuré les concentrations sériques de ces anticorps et celles-ci sont significativement augmentées dans le
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sérum des souris S7100a8” (données internes). Mes données de caractérisation suggérent un réle possible de
S100A8 dans le développement des lymphocytes B (Annexe B et C), il est donc possible de faire I'hypothése
que S100A8 régule la réponse immunitaire humorale par le développement des plasmocytes. Pour répondre a
cette hypothese, plusieurs expériences sont envisageables. Un protocole d’immunisation par vaccination (ex. :
injection de FLUVIRAL, vaccin trivalent antigrippal) des souris déficientes pour S100a8 et S100a9 permettrait
d’étudier la génération d'une réponse humorale en quantifiant les taux de différentes classes
d'immunoglobulines spécifiques (IgG et IgM). Lors de mon doctorat, jai réalisé un essai préliminaire
d’immunisation des souris S7100a8* en collaboration avec les laboratoires du Pr. Denis Leclerc. Les mesures
des taux d'lgG1 spécifiques 13 jours apres immunisation au FLUVIRAL semblent suggérer une augmentation
de la quantité de ces immunoglobulines spécifiques dans le sérum des souris S7100a8* comparé aux souris
sauvages (données internes). Ces résultats suggéreraient donc que S100A8 diminue la réponse humorale.
Des expériences complémentaires seront nécessaires pour approfondir cette observation. Il serait également
judicieux d'étudier les fonctions de S100A8 et S100A9 dans un modéle d'allergie des voies respiratoires

comme l'inoculation d’un extrait de I'allergéne Alternatia alternata.

Grace a cette étude, jai montré qu'une alarmine comme S100A8 exerce des fonctions anti-
inflammatoires dans un modéle d'arthrite chronique. Plus généralement, nos travaux démontrent que S100A8
et S100A9 extracellulaires ont des fonctions opposées dans le développement de l'arthrite induite par le
collagéne. La protéine S100A9 apparait comme une cible thérapeutique de choix pour contrdler I'inflammation
et diminuer la destruction des articulations lors de I'arthrite. Ces travaux sur les fonctions de S100A8 chez la
souris devront ensuite étre étudiés chez I'humain pour confirmer si S100A8 posséde des activités anti-
inflammatoires similaires a ce que nous avons observé. Plus précisément, les modifications post-
traductionnelles, les micro ARN et les facteurs de transcription jouent un réle important dans la régulation des
fonctions de ces protéines et sont des mécanismes a étudier pour améliorer la compréhension sur les
fonctions de ces protéines (343, 491, 524). De plus, un potentiel récepteur de S100A8 aurait aussi un réle
important a jouer dans les fonctions de S100A8 lié¢ a la différenciation des cellules myéloides, des études
devront donc étre réalisées pour approfondir cette hypothése (390). Enfin, cette étude n'exclut
malheureusement pas complétement la possibilité que I'hétérodimére de S100A8/A9 ait des fonctions
redondantes avec S100A8 ou S100A9.

4. Fonctions de S100A8 et S100A9 dans le développement du psoriasis chez
la souris

La comparaison des phénotypes des souris déficientes pour S7100a8 et S100a9 est indispensable
pour comprendre plus efficacement les fonctions de ces protéines dans le développement des maladies auto-

immunes. Nos connaissances sur les fonctions précises de S100A8 et S100A9 dans le développement du
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psoriasis sont limitées. Les protéines S100A8 et S100A9 sont fortement présentes dans I'épiderme et le
sérum des patients psoriasiques ainsi que différents modéles de psoriasis chez la souris (504). Les fonctions
de S100A9 ont été étudiées via I'utilisation des souris déficientes pour S700a9 et présentent des phénotypes
différents. Pour répondre aux besoins de clarifier les fonctions de ces protéines, nous avons effectué la

premiére comparaison des souris S100a8" et S100a9”- dans le modéle de psoriasis induit par 'imiquimod.

J'ai démontré que contrairement aux souris naives, les souris S100a8” et S100a9” psoriasiques
expriment respectivement 'homodimére de S100A9 et S100A8 de novo dans les kératinocytes et plus
faiblement dans les neutrophiles infiltrant du derme des souris S100a8” et S100a9* (Annexe D). Cette
observation a permis de confirmer que la stabilité des homodiméres de S100A8 et S100A9 in vivo est régulée
par des mécanismes possiblement similaires. Au regard de la littérature, mes données suggerent la présence
de mécanismes de régulation intracellulaires et possiblement dépendant du type cellulaire (329). Plusieurs
études montrent que leur stabilité est dépendante du TNF. Pour S100A8, son expression de novo est induite
par le TNF dans les cellules de moelle osseuse des souris S100a9+ in vitro (287). S100A8 intracellulaire est
notamment ubiquitinée par RNF5 indépendamment de S100A9 et dégradée dans les cellules épithéliales
intestinales et cette régulation est inhibé par le TNF in vitro et in vivo dans un modéle murin d’inflammation
intestinale (343). Cependant, la stabilité de S100A9 et S100A8 produites de novo dans les kératinocytes des
souris S100a8” et S100a9- devrait étre étudiée plus en détail pour comprendre les mécanismes de régulation

de ces protéines.

Malgré le fait que I'absence de S100A8 et S100A9 aggrave le psoriasis induit par l'imiquimod, les
phénotypes de ces souris présentent des différences. Méme si les souris S100a9 psoriasiques au jour 10 de
la maladie ont une épaisseur d'épiderme légérement plus importante, I'absence de différence dans le nombre
de kératinocytes en différenciation suggére une possible régulation de I'hyperplasie. Il est possible que la
prolifération des kératinocytes déficients en S100a9 soit plus forte plus précocement dans le protocole puis
atténuée. Une comparaison de la prolifération des kératinocytes a différents temps dans le modéle de
psoriasis induit par I'imiquimod chez les souris S100a8” et S100a9" serait utile pour répondre a cette
question. Mes résultats ont aussi montré qu'au jour 10, la réponse des Th17 est significativement augmentée
dans la peau des souris S100a9* psoriasiques. L'IL-17 jouant un réle important dans la prolifération des
kératinocytes (525) il est possible que les kératinocytes déficients en S100a9 soient légérement moins
sensibles a I'lL-17. Une analyse de I'expression d'un nombre plus important de marqueurs de différenciation
précoce et terminale comme K1, involucrine, loricrine, K16 permettrait de déterminer I'état de la différenciation
en absence de S100A8 et ST00A9.
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Au travers de ce projet, j'ai tenté d’étudier les kératinocytes extraits des souris S100a8* et S100a9*
dans des expériences de stimulation in vitro. Ces expériences avaient pour but d’étudier les fonctions de
S100A8 et S100A9 sur la prolifération, la différenciation, la sécrétion de cytokines et la production de ROS des
kératinocytes primaires traitées avec la molécule d'imiquimod. Des difficultés & maintenir la viabilité de ces
cellules m’'ont malheureusement contraint a I'arrét de ces essais. Un des mécanismes possibles de l'initiation
de l'inflammation dans le psoriasis induit par I'imiquimod est la mort cellulaire des kératinocytes a la suite de la
stimulation par I'imiquimod. L'imiquimod peut induire 'apoptose des kératinocytes in vitro ainsi que dans

I'épiderme de patient (526).

Egalement, jai mis en évidence la production de S100A8 et S100A9 dans le cytosol et le noyau des
kératinocytes des souris sauvages et cette localisation semble maintenue dans les souris S700a8* et
S100a9*. La translocation de S100A9 dans le noyau des kératinocytes contrble I'expression du géne du
facteur du complément C3 et augmente les symptémes de psoriasis des souris DKO* (303). Cependant, nous
ne connaissons pas les fonctions de S100A8 localisée au noyau. De plus, l'injection d’'anticorps neutralisants
contre S100A8 et S100A9 chez des souris sauvages augmente les symptdmes du psoriasis induit par
l'imiquimod (Chapitre 3, Fig. 1F-G) ce qui confirme que les fonctions extracellulaires de S100A8 et S100A9
sont anti-inflammatoires. Cependant, nous ne pouvons pas écarter la possibilité que S100A8 ou S100A9
possedent des fonctions nucléaires favorisant une réponse anti-inflammatoire comme le suggere I'étude des

fonctions suppressives de S100A9 nucléaire dans les MDSC (374).

L'importance de S100A8 et S100A9 dans I'hyperplasie de la peau, la prolifération et I'activation des
kératinocytes suggére d'étudier leurs fonctions dans d’autres processus biologiques de la peau comme la

cicatrisation (527-529) ou S100A8, mais aussi S100A9 ont des rbles partiellement connus.

Les cellules dendritiques sont une famille hétérogéne assurant un véritable pont entre I'immunité
innée et adaptative dans linflammation associé au psoriasis. Cependant, les populations de cellules
dendritiques dans la peau et les ganglions lymphatiques et celles générées in vitro dans mes études peuvent
étre différentes (530). Les cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse sont considérées comme des
cellules dendritiques dérivées des monocytes qui peuvent étre comparées in vivo aux cellules dendritiques
inflammatoires CD11b* dérivées de monocytes (112). Nous devons tenir compte du fait que les cellules
dendritiques CD11c* MHCII* CD11b* analysées dans les ganglions lymphatiques et la peau sont une
population hétérogéne de cellules dendritiques contenant les cellules dendritiques classiques 2 (cDC2) ainsi
que les cellules dendritiques dérivées de monocytes ou encore les cellules de Langerhans (244, 530, 531).

Tout d’abord, sachant que la délétion de S700a8 la différenciation des monocytes et des BMDM (Chapitre 2,
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Fig. 3), il est possible que I'augmentation de nombre de cellules dendritiques CD11b* dans les ganglions
lymphatiques des souris S700a8* soit due a une augmentation de la migration de cellules dendritiques
inflammatoires dérivées de monocytes. La littérature montre que les souris S7100a9” ont en revanche des
cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse possédant une meilleure efficacité d’activation des
lymphocytes T et sécrétent plus d'IL-6 et d'IL-12 (349). Il est possible que la délétion de S7100a9 n’entraine
pas une meilleure différenciation et migration accrue des cellules dendritiques issues de monocytes. Ensuite,
en dépit de 'absence d'analyses approfondies des familles de DC et de leurs précurseurs dans mes travaux,
nous ne pouvons pas exclure une augmentation du nombre ou de ['efficacité d’activation des cDC2, car ces
cellules sont connues pour produire de I'lL-23, de I'lL-6 et TGF-B et pour induire la polarisation en Th17 (532).
Une perspective nécessaire serait d'analyser plus en détail le role de S100A8 et S100A9 dans la maturation
des différentes sous-populations de cellules dendritiques mais aussi des macrophages tissulaires et dérivés

de monocytes, leurs fonctions ainsi que leurs sécrétomes.

Enfin, la polarisation de lymphocytes Th17 par les cellules dendritiques via notamment par la
sécrétion d'IL-23 est une voie inflammatoire déterminante pour entretenir inflammation dans le derme et
I'épiderme. Les thérapies biologiques récentes utilisées contre les formes modérées a sévéres de psoriasis
ciblent notamment I'lL-23 et I'lL-17A et F (231, 533, 534). Le traitement du psoriasis induit par I'imiquimod
avec l'anti-IL-17F a démontré une meilleure efficacité dans la diminution de I'hyperplasie de la peau dans la
peau des souris S100a8" et S100a9+. L'IL-17F contribue a la réponse inflammatoire majoritairement dans les
tissus constituant une barriére ce qui pourrait expliquer en partie mes observations (535). Dans cette étude, je
n'ai en revanche pas mesuré la production des homodimeéres d’IL-17A et IL-17F ni testé I'injection d'un double
traitement contre I'lL-17A et IL-17F. Une seconde limite a cette étude est I'absence d’une analyse comparative
de l'activation et la prolifération des lymphocytes Th17 par les cellules dendritiques des souris S100a8” et
S100a97.

5. Autres fonctions de S100A8 et S100A9 dans la réaction inflammatoire

Parmi les fonctions de S100A8 et S100A9 dans linflammation qui doivent étre étudiées, il y a
également le lien avec le développement et les fonctions des cellules suppressives MDSC. Ces cellules
semblent jouer un role crucial dans la résolution de la réponse inflammatoire associée aux maladies auto-
immunes (536). Des travaux effectués dans un modéle de tumeur solide avec les cellules B16-F10 nous ont
permis de suggérer que les protéines S100A8 et S100A9 extracellulaires sont nécessaires au développement
tumoral (Annexe E). Lors de ce projet, jai également tenté de démontrer une diminution de lactivité
suppressives des PMN-MDSC et M-MDSC extraites des rates de souris, mais des contaminations cellulaires

lors des purifications de MDSC ont biaisé les résultats obtenus. Une caractérisation plus poussée des
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fonctions de ces cellules en 'absence de S100a8 et S100a9 in vitro et in vivo permettrait de connaitre avec
précision les roles de S100A8 et S100A9 en lien avec les MDSC. Les fonctions nucléaires de S100A9
semblent notamment jouer un réle important sur les propriétés suppressives des neutrophiles (437). Dans les
travaux sur le psoriasis induit par limiquimod, jai réalisé des observations de neutrophiles Ly6G*
perméabilisés qui n'ont pas permis didentifier la présence de S100A8 ou S100A9 dans le noyau des
neutrophiles de la moelle, du sang, de la rate ou du derme (données internes). Cependant, il est possible que
le faible nombre de cellules analysées ait empéché d'identifier des neutrophiles avec les protéines S100A8 ou
S100A9 présentes dans le noyau. Sachant que les souris S7100a8” et S100a9” ont des symptdmes de
psoriasis aggravés, nous pourrions aussi faire I'hypothése qu'en l'absence de S700a8 et S100a9, les
neutrophiles générés par une granulopoiése prolongée sont globalement pro-inflammatoires et contiennent
moins de MDSC.

6. Conclusion sur les fonctions de S100A8 et S100A9 dans I'inflammation
associée aux maladies auto-immunes

Bien que les souris déficientes pour S100a8 et la neutralisation de S100A8 extracellulaire montrent
que S100A8 est protectrice dans I'arthrite rhumatoide et le psoriasis chez la souris, nous avons pu voir au
travers de cette thése que la délétion de S100a9 chez la souris entraine différents phénotypes dépendamment
du modéle de maladie utilisé (287, 303). Etonnamment, dans le modéle d’arthrite induit par le collagéne
S100A9 contribue au développement de la maladie tandis que dans le modéle de psoriasis induit par
limiquimod, nous avons montré que S100A9 est protectrice contre la réponse inflammatoire liée a I'lL-17A/F.
La protéine S100A9 posséde des fonctions dans l'inflammation différentes selon le tissu comme nous avons
pu l'apprécier dans les articulations et la peau, mais aussi dans le recrutement de leucocytes au site
inflammatoire et la sécrétion de cytokines. Egalement, les fonctions de S100A9 apparaissent différentes dans
deux études utilisant les souris transgéniques produisant de grande quantité de TNF et déficientes pour
S100a9 ; dans ces souris I'inflammation est augmentée dans la peau mais diminuée dans un modéle de

maladie inflammatoire de l'intestin (287, 537).

Par ailleurs, les modéles murins de maladies auto-immunes sélectionnés générent des réactions
inflammatoires aux stimuli et mécanismes différents. Le modéle d’arthrite induit par le collagéne synchronisé
par linjection de LPS est un modéle possédant une réaction inflammatoire dépendante d’'une réponse
immunitaire contre le collagéne et une stimulation subséquente au LPS qui active la réponse inflammatoire via
le TLR4 (194). Le modéle de psoriasis induit par 'imiquimod génére une réaction inflammatoire dépendante
ou non de la stimulation du TLR7 (538). De plus, il est montré que le modéle de psoriasis induit par
limiquimod chez les souris C57BL/6 induit une plus forte expression des génes de la voie de I'lL-17 que chez

les souris de génotype BALB/c (517). Des différences subsistent entre les réponses inflammatoires des
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pathologies comme le démontrent les études cliniques des personnes atteintes d’arthrite psoriasique. Chez les
patient(e)s atteint(e)s d'arthrite psoriasique modérée a sévere, il est intéressant de noter que les traitements
biologiques contre I'lL-17A et F (secukinumab et bimekizumab) sont trés efficaces contre les symptémes de
psoriasis, mais présentent une faible amélioration des symptomes arthritiques (539, 540). Dans ces

conditions, différents symptomes sont contrélés ou partiellement contrélés par I'lL-17.

Les fonctions de S100A9 chez la souris dans le psoriasis induit par I'imiquimod peuvent varier selon
le génotype, car des données internes a notre laboratoire montrent que linjection d’'un anticorps contre
S100A9 diminue le score clinique des souris BALB/c alors que linjection d’'un anticorps contre S100A8
augmente le score clinique des souris BALB/c traitées avec I'imiquimod. Par ailleurs, notre laboratoire a
généré des souris déficientes pour S100a8 dans les génotypes DBA/1 et C57BL/6, et mes travaux de doctorat
montrent que S100A8 est anti-inflammatoire dans ces deux génotypes dans l'arthrite et le psoriasis
respectivement. Cependant, S100A9 est pro-inflammatoire dans I'arthrite induite par le collagéne chez les
souris DBA/1. S100A9 est donc pro-inflammatoire dans I'arthrite chez les souris DBA/1 et dans le psoriasis
chez les souris BALB/c, mais anti-inflammatoire dans le psoriasis chez les souris C57BL/6. Une étude a
montré que I'application d'imiquimod induit 'expression de génes différents dans la peau selon le génotype
chez la souris (517). L'application d'imiquimod pendant 5 jours induit chez les souris C57BL/6 une expression
génique similaire a celle observée chez les personnes atteintes de psoriasis. Une forte expression des génes
l17a, I117b, l117¢ et I117f est notamment rapportée chez les souris C57BL/6 traitées avec imiquimod, mais
I'expression de ces génes n'est en revanche pas modifiée chez les souris BALB/c. J'ai pu montrer dans cette
thése que S100A9 contrble la réponse des Th17 chez les souris C57BL/6 psoriasiques. S100A9 est pro-
inflammatoire chez les souris BALB/c dont la réponse immunitaire dans le psoriasis induit par I'imiquimod
semble dépendante des lymphocytes Th1 plutdt que des Th17 (541). Il serait intéressant de montrer si
S100A9 participe effectivement a la régulation de la réponse des lymphocytes Th1 dans le psoriasis chez la
souris, mais aussi dans d'autres modéles de maladie auto-immune. Enfin, nous pouvons donc faire
I'hypothése que S100A9 puissent présenter chez I'humain des fonctions différentes selon le type de la

réponse inflammatoire.

Nous avons présenté dans lintroduction de cette thése un ensemble de modifications post-
traductionnelles et des structures secondaires qui conférent & S100A8 et S100A9 des fonctions particuliéres
dans linflammation. Il est probable que I'oxydation de 'homodimére de S100A8 favorise une activité anti-
inflammatoire autant dans l'inflammation associée a I'arthrite rhumatoide qu'au psoriasis. De plus, des limites
subsistent dans la comparaison entre 'humain et la souris. La phosphorylation de la Thr113 de la protéine

S100A9 humaine dans le neutrophile n'est pas conservée chez la souris et nous ne savons pas a I'heure
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actuelle si les fonctions associées a la phosphorylation sont conservées chez la souris. De plus, 'analyse de
la forme hétérodimérique et de ces formes supérieures est complexe, car il n'existe pas a I'heure actuelle
d’'anticorps capable de détecter spécifiquement I'hétérodimére de S100A8/A9 murin. Une étude a récemment
montré la mutation de certains acides aminés responsable de la formation de I'hétérotétramere de S100A8/A9,
mais aucune souris mutante n'a été générée a ce jour avec ces mutations pour prouver l'importance de cette

structure in vivo (287).

Ainsi la comparaison des souris S100a8" et S100a9 et I'utilisation d’anticorps neutralisant contre
S100A8 et S100A9 nous ont permis de mettre en évidence que S100A8 et S100A9 ont des fonctions
opposées dans l'arthrite rhumatoide et protectrices dans le psoriasis chez la souris. Malgré tout, ces outils ne
nous permettent pas de discriminer précisément les fonctions des homodimeéres et de I'hétérodimére de
calprotectine. Une approche complémentaire serait de générer une souris double déficiente S100a8”
S100a9+*. La comparaison de ces souris avec les souris S100a8” et S100a9+ offrirait la possibilité de
comparer in vivo la contribution des homodiméres de S100A8 et S100A9 dans la réaction inflammatoire. De
plus, plusieurs combinaisons de transfert de moelle osseuse entre les souris simples déficientes et souris
doubles déficientes seraient réalisables pour identifier avec précision les fonctions de chacune des formes de

ces protéines.

Dans une perspective thérapeutique, nos travaux sur l'arthrite rhumatoide chez la souris démontrent
que lutilisation d’'un anticorps contre I'homodimére de S100A9 constitue une piste thérapeutique pour
diminuer la dégradation des articulations. Sachant que nos anticorps contre S100A8 et S100A9 ont le potentiel
de cibler ces protéines y compris en structure hétérodimérique et que le blocage de S100A8 avec un anticorps
chez la souris aggrave I'arthrite, 'hétérodimere de calprotectine ne peut étre une cible. Nos connaissances sur
les fonctions protectrices de S100A8 et S100A9 dans le psoriasis sont en revanche a approfondir et a explorer
chez I'numain. En identifiant par exemple les domaines d'interaction de ces protéines qui conférent un signal
anti-inflammatoire, nous pourrions par ce biais envisager la création de protéines chimériques modulant la

réponse inflammatoire.
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Conclusion générale et perspectives

Au travers de cette thése de doctorat, nous nous sommes intéressés aux fonctions des alarmines
S100A8 et S100A9 dans linflammation associée a I'arthrite rhumatoide et le psoriasis chez la souris. Notre
hypothese initiale était que les homodiméres de S100A8 et S100A9 ont des fonctions indépendantes et
opposées dans linflammation plus précisément que S100A8 est anti-inflammatoire et au contraire que

S100A9 est pro-inflammatoire.

Tout d’abord, les différents travaux réalisés lors de la premiére caractérisation des souris déficientes
pour S700a8 ont permis de mettre en lumiére de nouvelles fonctions en lien avec la différenciation des cellules
myéloides et leur activité. La protéine S100A8 se révéle étre majoritairement régulatrice de la myélopoiése, de

la différenciation des cellules dendritiques et macrophages, ainsi que leur sécrétion de cytokines.

Les protéines S100A8 et S100A9 sont fortement exprimées et sécrétées chez les patient(e)s
arthritiques et psoriasiques et leurs fonctions dans la pathogenéese de ces maladies sont peu connues. Nous
avons pu démontrer ensuite dans un modéle d'arthrite chez les souris S100a8” que S100A8 diminue I'arthrite
via la réduction de l'infiltration de neutrophiles, de la réponse inflammatoire et de I'activité des ostéoclastes.
Les mécanismes précis par lesquelles S100A8 est anti-inflammatoire sont encore a élucider. L'utilisation
future des souris S7100a8+ permettra en outre de démontrer importance de S100A8 dans différentes

pathologies et la découverte de nouveaux mécanismes anti-inflammatoires.

Enfin, nous avons investigué les fonctions de S100A8 et S100A9 dans un modéle de psoriasis et
découvert que S100A8, mais aussi S100A9 sont anti-inflammatoires dans le psoriasis. S100A8 et S100A9
diminuent la boucle inflammatoire liée au psoriasis en réduisant 'infiltration de neutrophiles dans la peau et la
production d’IL-17A/F par les lymphocytes dans la peau. En comparaison avec la littérature, cette étude a
contribué a démontrer que S100A9 peut exercer des fonctions différentes dans l'inflammation selon le tissu
concerné. Les mécanismes précis par lesquelles S100A8 et S100A9 sont anti-inflammatoires dans le psoriasis
chez la souris sont & déterminer. Aussi, nos résultats suggérent I'importance d’approfondir nos connaissances
des mécanismes anti-inflammatoires de S100A8 et S100A9 chez I'humain. Ces propriétés de modulation

linflammation et les symptdmes font de ces protéines des cibles d'intéréts thérapeutiques.
Ainsi, les travaux de cette thése illustrent que les protéines S100A8 et S100A9 sont bien plus que

des signaux de danger et des marqueurs de l'inflammation des maladies auto-immunes. Nos découvertes

prouvent que ces deux alarmines jouent un réle important dans la communication entre I'immunité innée et
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adaptative ainsi que dans la génération d'une réponse anti-inflammatoire. Face a ce constat, une nouvelle

nomenclature pour ces protéines apparait nécessaire.
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Cellules produisant les protéines S100A8 et S100A9 chez la souris et fonctions cellulaires associées.
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Stratégie de phénotypage et pourcentage des cellules CD45* B220- CD19* dans le sang périphérique
des souris sauvages et S7100a8- naives par CyTOF. Les leucocytes de sang de souris ont été marqués
avec le kit Maxpar® Mouse Phenotyping panel Kit et analysé par un CyTOF Helios (Fluidigm, CA, USA).

Résultats représentatifs du sang périphérique prélevé chez 4 souris femelles par groupe.
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Annexe C
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Stratégie de phénotypage (A) et pourcentage (B) des leucocytes sanguins CD45* B220- CD19* analysés
par cytométrie en flux chez les souris sauvages et S100a8" naives. (n=4 souris par groupe ; Moyenne +
SEM; *p < 0.05; Test de Student).
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Annexe D

WT + IMI

S100A9

WT + IMI

$100a87/-+ IMI

$100a97/-+ IMI

Expression de S100A8 et S100A9 dans les neutrophiles infiltrant du derme des souris sauvages,
S100a8" et S100a9” psoriasiques. Photo de neutrophiles (fleches blanches) par microscopie confocale
dans des sections de peau des souris sauvages, S100a8#, S100a9” traitées avec I'imiquimod marquées avec
un anti-S100A8 (vert) ou un anti-S100A9 (vert) et un anti-Ly6G (rouge) et le DAPI (bleu). Echelle : 10um
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Annexe E
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Taille des tumeurs sous-cutanées de cellules de mélanome B16F10 chez les souris C57BL/6 traitées
avec des anticorps anti-S100A8, anti-S100A9 ou contréle. Les souris ont été injectées au JO avec 0.5x108
cellules B16F10 par voie sous-cutanée puis traitées 3 fois par semaine avec 100 ug d’anticorps anti-S100A8
ou anti-S100A9.
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