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 Introduction 
 

A- Les Polynucléaires Neutrophiles  

 

1- Généralités 

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) représentent la sous-population majoritaire (en conditions 

physiologiques) environ 50-70%, des leucocytes circulants. Ce sont les cellules-clé du système 

immunitaire inné en raison de leur rôle particulier dans la défense anti-infectieuse. Ils constituent 

la première ligne de défense contre un large spectre d’agents pathogènes tels que les bactéries, 

micromycètes et parasites et sont les premiers leucocytes présents au niveau du site inflammatoire. 

Ils ont été décrits par Paul Ehrlich en 18801, grâce à des techniques de microscopie et de 

coloration. Ces expériences l’amenèrent à apprécier l’hétérogénéité des leucocytes sanguins et à 

caractériser de nombreuses sous populations leucocytaires. L’une d’elle est caractérisée par un 

noyau polymorphe initialement pris pour une multi nucléation et par une tendance à marquer 

simultanément avec des colorants acides et basiques, produisant ainsi une coloration neutre, d’où 

le terme de « neutrophile »2. 

Néanmoins, durant les deux dernières décennies, de nombreux travaux ont décrit de nouveaux 

aspects de la biologie des PNN démontrant que leurs rôles vont bien au-delà des mécanismes 

microbicides initialement mis en exergue3,4, alors que les chercheurs pensaient que les neutrophiles 

étaient uniquement présents à la phase aigüe de la réponse inflammatoire. 

Ils ont la capacité d’exprimer des gènes codant pour des médiateurs inflammatoires clés 

(composants du complément, récepteurs pour les fragments Fc des immunoglobulines, 

chimiokines et cytokines...), de produire des molécules anti-inflammatoires et de participer aussi 

à des processus comme la résolution de l’inflammation et même la cicatrisation. 

 Les PNN peuvent donc contribuer significativement à la régulation de nombreux processus 

inflammatoires et, ainsi, agir comme éléments clés des interactions cellulaires3.  

 

2- Ontogénèse et différenciation 

La granulopoïèse est un processus étroitement régulé qui commence par la différenciation des 

cellules souches pluripotentes en progéniteurs myéloïdes primitifs qui, à leur tour, se différencient 

en précurseurs myéloïdes spécifiques. Au cours de ce processus, les cellules souches 

hématopoïétiques (hematopoietic stem cells, CSH) se différencient en myéloblaste, promyélocyte, 

myélocyte, métamyélocyte, « band » PNN, puis en PNN segmentés au noyau polylobé. Ce 

processus dure environ 14 jours5. 

De nombreuses cytokines dirigent la maturation des progéniteurs myéloïde en PNN, parmi elles, 

le facteur de croissance granulocytaire (G-CSF) joue un rôle essentiel.  

Le G-CSF a en effet la capacité : 

- d’induire la différenciation myéloïde 
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- de stimuler la prolifération des précurseurs granulocytaires  

- d’induire la libération des PNN de la moelle osseuse 

 

Les effets biologiques du G-CSF sont médiés via son récepteur G-CSFR ou CD114, membre de 

la famille des récepteurs de cytokines hématopoïétiques. D'autres cytokines hématopoïétiques 

contribuent au développement des PNN in vivo incluant le GM-CSF (Granulocyte-macrophage 

colony stimulating factor), l'IL-6 et l'IL-36, et la boucle pro-inflammatoire IL-17,IL-23,G-CSF 

agissant principalement sur les cellules stromales médullaires. 

Par la suite, l’expression coordonnée et complexe de plusieurs facteurs de transcription myéloïde 

sera nécessaire à la régulation de ce processus et permettra un équilibre entre l’engagement des 

progéniteurs myéloïdes dans la granulopoïèse et la différenciation finale avec formation des 

granulations spécifiques des PNN. 

La libération des PNN matures dans la circulation sanguine dépend ensuite des médiateurs présents 

dans leur microenvironnement et de l’homéostasie cellulaire régulée par deux récepteurs de 

chimiokines majeurs CXCR2 et CXCR47. L’équilibre d’expression de ces deux chimiokines à la 

surface des PNN et la présence ou non de leurs ligands spécifiques dans la circulation orienteront 

les PNN vers un état de stockage médullaire en vue d’une mobilisation si besoin (expression de 

CXCR2 élevée) ou à un état de sénescence avec mort par apoptose ou phagocytose par les 

macrophages tissulaires et médullaires (augmentation de l’expression de CXCR4). 

Les Neutrophiles en conditions physiologiques sont générés par la moelle osseuse à un taux estimé 

à 1011 cellules par jour. Ce taux peut en cas d’infections bactériennes, augmenter jusqu’à 1012 voire 

plus. Les récentes approches expérimentales utilisant le marquage in-vivo par du deutérium 

suggèrent qu’en condition d’homéostasie normale, les PNN circulants peuvent survivre jusqu’à 5 

jours8 contre des estimations traditionnelles basées sur des cultures ex-vivo de 8-12h dans la 

circulation et jusqu’à 1-2jours dans les tissus. 

Les déterminants essentiels du nombre total de neutrophiles dans le corps sont : leur taux de 

production, la capacité de stockage intra et extra médullaire ainsi que leur durée de vie et clairance 

dans le sang. L’équilibre de ces déterminants est évidemment altéré en cas de situation 

inflammatoire, l’organisme doit alors parvenir à maintenir l’équilibre entre production et turnover 

tout en s’adaptant aux défis environnementaux. Ces défis impliquent l’existence d’un « censeur » 

moléculaire monitorant la numération leucocytaire et adaptant leur production en conséquence. 

 

Dans les conditions physiologiques, les PNN se trouvent dans la moelle osseuse ou en circulation, 

mais ils sont aussi localisés dans la rate, le foie et les poumons grâce à des mécanismes non encore 

élucidés. Il est possible que ces organes soient des réservoirs de PNN matures, qui peuvent être 

rapidement déployés vers les sites d'inflammation ou d'infection. Il est également possible que les 

PNN stockés dans ces organes aient un rôle protecteur, de patrouille constante à la recherche de 

lésions tissulaires ou invasions microbiennes9. 

 

Au total, l’homéostasie des neutrophiles est volontiers influencée par tous ces facteurs : 

phagocytose périphérique, densité médullaire centrale, stimuli inflammatoires/infectieux, dans un 

concert complexe, qui selon la situation pourra être déséquilibré avec une voie prenant le dessus 

sur les autres10. 



   

 

18 

 

 

 

3- Anatomie du neutrophile 

Les neutrophiles ont deux caractéristiques morphologiques particulières : la forme de leur noyau 

et leurs granules 

a. Le noyau 

Le noyau du PNN est divisé en 3 à 5 lobules de 2µm de diamètre environ, d’où le nom de 

« polynucléaire » souvent attribué à ces cellules. 

Cette organisation du noyau permet au PNN d’avoir plus de flexibilité et de pouvoir s’infiltrer 

dans les espaces intercellulaires endothéliaux.  

 

b. Cytoplasme et granules 

Les granules correspondent à des vésicules spécialisées contenant une charge spécifique en 

produit, enzymes lytiques, peptides antimicrobiens voire même des molécules toxiques. 

 

En fonction de leur contenu, les vésicules sont classées en 4 catégories11 : 

- Granules primaires ou azurophiles : myélopéroxydases (MPO), peptides antimicrobiens 

(défensines), β-glucuronidase, lysozymes et des sérines protéases (élastase NE, cathepsines 

G, protéinases 3 PR3), iNOS 

- Granules secondaires ou spécifiques : lactoferrine, métalloprotéases (MMP8,) 

- Granules tertiaires ou gélatinase : MMP9, LL-37 NADPH oxydase 

- Vésicules sécrétoires mobilisables : divers récepteurs membranaires de surface 

Figure 1: Granulopoïèse en condition d’homéostasie et  d'urgence 
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4- Recrutement et fonctions des neutrophiles 

Les neutrophiles circulants sont quiescents et possèdent une durée de vie relativement courte. Leur 

activation est une étape critique dans la réponse inflammatoire. L’activation des PNN est 

habituellement un processus multiétapes.  

Les propriétés des PNN sont multiples et connues : migration tissulaire (mécanisme de diapédèse), 

phagocytose, production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), libération de protéases et de 

cytokines. Ils sont rapidement recrutés sur le site de l’inflammation, et accomplissent ces fonctions 

grâce à des mécanismes intracellulaires et/ou extracellulaires. Dans les deux cas, les 

microorganismes sont tués grâce à l’action combinée de différentes molécules antimicrobiennes 

stockées dans les granulations cytoplasmiques ou générées de novo. Ces différentes fonctions font 

du PNN une cellule clé du système immunitaire, le faisant intervenir principalement dans 

l’immunité innée mais également dans l’immunité adaptative.  

 

Les neutrophiles possèdent un large éventail de composés toxiques antimicrobiens, qui sont 

étroitement régulés et contrôlés. 

Les différents processus à travers lesquels le PNN détruit un agent pathogène dépendent de trois 

principaux mécanismes. 

1- Reconnaissance et intégration de l’agent pathogène dans une vacuole (phagosome) 

2- Production de dérivés réactifs de l'oxygène (ROS) dans le phagosome 

3- Fusion de granules intracytoplasmiques contenant de nombreux médiateurs toxiques avec 

le phagosome, donnant le phagolysosome. 

 

Figure 2: Morphologie du polynucléaire neutrophile 
(Image en microscopie électronique à transmission TEM d’un 

neutrophile humain naïf) 
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Arrivé sur le site inflammatoire, le PNN va reconnaitre l’agent pathogène grâce aux différents 

récepteurs présents à sa surface, les PRR (Pattern Recognition Receptors). 

a. Phagocytose 

Décrite pour la première fois par E.Metchnikoff (1893)12 et P.Ehrlich (1880)13, ils furent les 

premiers à mettre en évidence ce phénomène qui « permet d’ingérer et digérer les bactéries », qui 

s’avèrera être une fonction primordiale en immunologie. 

A l’instar du macrophage, le neutrophile est un phagocyte très efficace. À sa membrane 

cytoplasmique, il possède des récepteurs reconnaissant directement les lipopolysaccharides (LPS) 

et polysaccharides bactériens et fongiques. Cette reconnaissance instantanée, permet un 

mécanisme d’enrobement et d’emprisonnement efficace dans une vacuole nommée 

« phagosome ». Ce phénomène est facilité en cas d’opsonisation des particules phagocytées par 

des IgG ou par fragments du complément (ex :C3bi).  

Au sein du phagosome, une liaison secondaire à un lysosome formera le phagolysosome ou les 

microbes seront lysés grâce à une forte concentration intra-lysosomale de protéines 

antibactériennes et de ROS. 

 

b. La dégranulation 

Le neutrophile possède plusieurs granules comme nous l’avons vu ci-dessus, qui pour la plupart 

contiennent des substances cytotoxiques, qui fusionneront avec la vacuole de phagocytose lors de 

la capture d’un pathogène. 

Les premiers types de granules (azurophiles) sont rarement sécrétés à l’extérieur de la cellule, ils 

sont préférentiellement fusionnés avec le phagosome pour détruire des microorganismes ingérés à 

l’aide de la myéloperoxydase (MPO), de l’élastase (NE), des défensines et lysozymes qu’ils 

contiennent. 

La fusion de cet ensemble de granules avec la vacuole de phagocytose est primordiale, car ceux-

ci contiennent les composants essentiels du complexe de la NADPH oxydase, permettant la 

survenue du « burst oxydatif » par la production d’une grande quantité de ROS dans le 

phagolysosome et/ou dans le milieu extracellulaire.  

Les autres granules formés, ne contiennent pas de MPO, mais possèdent cependant d’autres 

substances antimicrobiennes comme les métalloprotéines, gélatinases et leucolysines qui sont plus 

facilement sécrétées dans le milieu extracellulaire par rapport au premier type de granules. 

Le principal rôle des granules gélatinases (tertiaires) sont d’entreposer les enzymes servant à la 

dégradation de la matrice extracellulaire (MEC), permettant une migration efficace du neutrophile 

vers le site de l’inflammation. 

Ces granules agissent en synergie avec les vésicules sécrétoires, les premières à être libérées en 

réponse à des stimuli inflammatoires, et qui possèdent une variété de récepteurs membranaires 

nécessaires aux étapes précoces d'activation du neutrophile et à l'adhésion ferme sur l'endothélium 

activé, comme la β2 -intégrine, le récepteur du FMLP (peptide chimiotactique), du LPS (CD14) et 

le récepteur FcγIII14,15 .  
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c. Génération de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) ou explosion oxydative 

Cette fonction est l’une des plus anciennes retrouvées chez la plupart des phagocytes. Elle consiste 

à produire des composants réactifs dérivés de l’oxygène à partir des anions superoxydes (O2-). Ces 

molécules sont principalement formées par le complexe multimérique de la NADPH oxydase, 

situé sur la membrane cytoplasmique des PNN. Ces ions générés ont pour mission d’agir dans le 

milieu extracellulaire, ce qui inclut l’espace à l’intérieur du phagosome. 

L'anion superoxyde est un précurseur de plusieurs autres formes de l'oxygène, fortement réactives 

et plus toxiques pour le pathogène, tels que le peroxyde d'hydrogène (H2O2), le radical hydroxyle 

(OHo) et l'oxygène singulet (1O2). Le peroxyde d'hydrogène peut être transformé en acide 

hypochloreux (HOCl) par la MPO libérée dans le phagosome, un composé hautement bactéricide. 

Ces dérivés réactifs de l’oxygène, tiennent une place importante au centre de la machinerie 

métabolique du neutrophile dont la plupart de ses fonctions anti-infectieuses dépendent. Cette 

génération efficace de ROS est indissociable du bon fonctionnement du complexe de la NADPH 

oxydase. En témoigne, l’exemple de la granulomatose chronique septique (CGD), déficit 

immunitaire héréditaire caractérisé par un défaut de destruction de bactéries et champignons 

phagocytés par les PNN et les macrophages, lié à une anomalie de la NADPH oxydase. 

Cependant, la grande efficacité toxique de ces composés vis-à-vis des germes, suggère une 

potentielle toxicité tissulaire et cellulaire en cas de dérégulation et de libération de  manière  

exagérée  dans  le  milieu extracellulaire. 

 

 

d. Formation et émission de NETs 

 Parmi toutes ces fonctions, le neutrophile est également capable de suivre une voie de mort 

cellulaire dite « active », caractérisée par l’émission de sortes de pièges extracellulaires composés 

de chromatine décondensée (ou NETs pour Neutrophil Extracellular Traps) après activation. Ce 

phénomène parmi d’autres, semble jouer un rôle de potentialisateur de réponse anti-infectieuse10.  

 

 

 

 

B- Les Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 

 

1- Généralités 

Les NETs sont des structures composées de fibres de chromatine décondensée, associées à des 

protéines diverses issues des différents compartiments cellulaires, libérées dans le milieu 

extracellulaire sous forme de structure s’apparentant à des filets, et ayant mis en évidence une 

activité bactéricide. 

Parmi toutes les fonctions du polynucléaire neutrophile dans leur action physiologique ou 

pathologique au sein de l’immunité, le processus de NETose moins connu fait l’objet de nombreux 



   

 

22 

 

questionnements et d’axes de recherche dans la physiopathologie de nombreuses maladies depuis 

sa description initiale en 2004 comme ayant un rôle clé dans le mécanisme de l’immunité innée 

anti-infectieuse.  

 

2- Historique de la NETose 

Dès 1996, Takei et al. décrivent16 une mort cellulaire atypique des PNN traités avec du phorbol 

12-myristate 13-acetate (PMA), avec des PNN qui présentent une morphologie différente de celle 

caractéristique de l’apoptose ou de la nécrose. Ils notent que cette mort cellulaire est associée à 

des altérations morphologiques du noyau, et qu’elle nécessite la présence de dérivés réactifs de 

l'oxygène (ROS), souvent générés après activation d’une protéine kinase particulière, la PKC.  

Les NETs ont été véritablement découverts en 2004 par l’équipe de Zychinsky et Brinkmann17 du 

département de microbiologie cellulaire de l’institut Max Planck à Berlin, ayant mis en évidence 

la génération de fibres extracellulaires composées d’ADN décondensé sous forme d’une structure 

en forme de toile « web-like structure», décorées en peptides antimicrobiens et autres protéines 

issues de différents compartiments cellulaires. 

Ces structures baptisées NETs pour Neutrophil Extracellular Traps, semblent avoir une action 

antibactérienne significative. Plus tardivement ce mécanisme prendra le nom de « NETose ». 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) PNN au repos, morphologie circulaire 

dépourvu de fibres (B) Après stimulation par 25 

nM de PMA pdt 30 min, les cellules s’aplatissent, 

émettent des protrusions membranaires et 

forment des fibres de NETs (flèches B et D) (C) 

PNN naïf en suspension (D) PNN après 

stimulation par 10 ng d’IL-8 pdt 45 min. 

Visualisation de l’émission de pseudopodes par le 

PNN et de la formation de NETs dans le milieu Ec 

(flèche) (E)&(F) Imagerie en haute résolution en 

MEB de la structure des NETs, fibres lisses (15-

17nm de diam) et domaines granulaires (25 nm 

de diam). Echelle: barre/500 nm. 

 

Figure 3: Analyse par microscopie électronique d’un polynucléaire neutrophile à l’état 
quiescent et activé. (Volker Brinkmann et al. Science 2004;303:1532-1535) 
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L’équipe de Brinkmann et al17, a rapporté que le phénomène de NETose pouvait être induit in-

vitro après stimulation des PNN par de l’interleukine-8 (IL-8), une puissante cytokine de 

chimiotactisme, les lipopolysaccharides bactériens (LPS) et par stimulation chimique par  

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), un puissant activateur de la protéine kinase C (PKC). 

L’induction de NETs par ces composés, suggère que les NETs interviennent dans les processus 

inflammatoires et infectieux. Ces hypothèses ont été confirmées in-vitro par une activité 

antibactérienne des NETs après stimulation, qui était attribuée dans le passé à une action 

bactéricide des complexes d’histones18. 

Il semblerait donc que les PNN puissent suivre une voie alternative de mort cellulaire définie par 

la « NETose » leur permettant de servir une dernière fois dans l’immunité innée de l’organisme 

même après leur mort. Cette fonction attribuée aux PNN a longtemps été très critiquée et source 

de controverse, car elle allait à l’encontre du dogme qui attribuait à ces cellules un rôle central 

dans la défense innée de l’organisme par des mécanismes connus de chimiotactisme et de 

phagocytose permettant une clairance bactérienne efficace, pour laquelle un tel mécanisme de mort 

cellulaire serait incompatible. 

Les NETs ont tout de même été mis en évidence dans le sang de patients en conditions septiques, 

et il semble que les plaquettes jouent un rôle essentiel dans leur production dans un processus 

mettant en jeux une liaison entre les lipopolysaccharides bactériens (LPS) et le récepteur de la 

famille des « toll_like receptors » plaquettaires TLR-4 . Des tests réalisés in-vitro, ont d’ailleurs 

mis en évidence l’aspect prothrombotique et procoagulant des NETs qui n’était jusqu’alors pas 

connu. 

Depuis, de nombreux travaux ont été réalisés afin de comprendre les mécanismes cellulaires à 

l’origine de la production des NETs, ainsi que leur rôle physiologique dans la défense anti-

infectieuse. De manière intéressante, leur implication dans la physiopathologie de maladies aussi 

variées que les maladies auto-immunes, le cancer, les maladies thrombotiques ou le sepsis sévère, 

a été démontrée et ouvre un champ important à de nombreuses investigations. 

 

3- Physiologie et formation de la NETose 

Bien que leur description initiale et le mécanisme général de la NETose remontent à une dizaine 

d’années, les spécificités et détails de la physiologie exacte de la formation des NETs sont très 

évolutives. Il semble de plus en plus évident que la formation de NETs est un processus hétérogène 

faisant entrevoir pas un, mais une multitude de voies aboutissant à la génération de NETs19. 

Il est maintenant reconnu qu’il existe 2 mécanismes de formation des NETs : la NETose suicidaire 

et la NETose vitale.  

La différence majeure entre ces deux types de NETose est la nature de la stimulation les 

engendrant. 

La NETose suicidaire tardive est le plus souvent induite par une stimulation pharmacologique (ex : 

PMA), auto-immune (auto-anticorps) ou composés métaboliques (cristaux de cholestérols), bien 

qu’elle puisse également être déclenchée par des peptides bactériens. 

A l’opposé, la NETose vitale précoce, est quant à elle préférentiellement induite par des motifs 

moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs) reconnus par les systèmes de récepteurs de 
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reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) comme les Toll-like receptors (TLR) du système 

immunitaire inné. 

 

 

a. Mécanisme général 

a1. Cascades de signalisation 

Les cascades de signalisation entrainant l’activation des NETs en amont, ne sont pas toutes 

comprises. Cependant quelques voies de signalisation dépendantes de récepteurs et de kinases 

induisant la production de ROS tels que MEK (MAPK/ERK kinase) ou ERK (Extracellular-signal 

Regulated Kinase), IRAK (IL-1 Receptor-Associated Kinase), PKC (Protein Kinase C), 

Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et AKT, ont été impliquées dans le phénomène de NETose en 

réponse à une induction par du PMA, des microorganismes ou des complexes immuns.20–24 . 

Certaines de ces voies de signalisation comme la voie dépendante de la PI3k sont également 

essentielles dans la fonction d’autophagie25, dépendante elle-même de la génération de ROS26 qui 

permettent d’entretenir le mécanisme de burst-oxydatif des PNN27. 

Certaines de ces voies sont fortement dépendantes de l’enzyme Nox2, et de la génération de ROS, 

comme cela a été démontré en utilisant des inhibiteurs de Nox2 comme le diphenyl iodonium 

(DPI) et des piégeurs de ROS20,28.  

Ces résultats ont été corroborés in-vivo et in-vitro, en étudiant des PNN déficitaires en Nox2 

incapables de produire des NETs, que ce soient les PNN d’enfants atteints de granulomatose 

septique chronique (CGD)29 ou bien les PNN de lignée PLB-985 gp91phox-/- 30. 

L’association de la molécule Rac2 est nécessaire à l’assemblage de Nox2 et au mécanisme 

NETose, comme l’ont montré des expériences sur des PNN murins invalides pour le gène de 

Rac231. 

Suite à l’activation de Nox2, la voie des kinases Raf-MEK-ERK20 et Rac2 en aval entrainent 

l’activation du complexe enzymatique NADPH et la production de ROS nécessaire à la génération 

des NETs induite par le PMA. 
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a2. Modifications post traductionnelles 

Le complexe enzymatique de la NADPH oxydase est essentiel dans ce processus. Ce complexe 

s’assemble au niveau de la membrane cellulaire du phagosome et réduit les résidus oxygène en 

ions superoxydes grâce à un transfert d’électrons du NADPH. 

De même, la superoxyde dismutase (SOD) intervient pour catalyser la dismutation des anions 

superoxydes en dioxygène (O2) et peroxyde d’hydrogène (H2O2), qui forment le substrat de 

l’enzyme la plus abondante dans les granules des neutrophiles : la myélopéroxydase MPO. 

Par la suite, la MPO permet de convertir l’H2O2 en acide hypochloreux (HOCl), qui agit en 

favorisant la chloration de résidus tyrosine des histones, réduisant leur charge positive et 

permettant de réduire l’interaction ADN-histone selon un processus similaire à la citrullination32. 

La présence d’élastase neutrophile (NE) contribue également à ce phénomène en interagissant avec 

la MPO au sein d’un complexe nommé l’azurosome33. La MPO a un rôle critique dans la 

génération de NETs dans les PNN humains. 

Contrairement au phénomène de NETose dans les PNN humains, la génération de NETs dans le 

modèle murin semble être indépendante de l’action de la MPO34, ceci peut être en lien avec la 

Stimulus Récepteurs 

activés 

Récepteurs 

réprimés 

Intermédiaires 

primaires de 

signalisation 

Intermédiaires 

secondaires de 

signalisation 

Indépendance 

de  

PMA NA NA MEK, ERK, AKP, 

PR13K, mTor, 

AGT7, RIPK1, 

RIPK3 

NOX2, MPO, NE, 

DEK 

PAD4 

Ionomycin ND ND SK3, PKC MitoROS, NE, 

PAD4 

ERK, NOX2 

champignons Dectin2, CR3 Dectin1 ND NOX2, MPO, NE ND 

bactéries TLR4, Siglec14 Siglec5, siglec9 

SIRL1 

ND NOX2, MPO, NE, 

PAD4 

ND 

Immune 

complexes 

FCϒRIIIb SIRL1 ND mitoROS NOX2 

cristaux ND SIRL1 RIPK1, RIPK3 NOX2, MPO,NE PAD4 

parasites TRL2, TRL4 ND ND ND NOX2 

Virus TRL7,TRL8 IL-10R ND ND ND 

LPS et/ou 

plaquettes 

TRL2,TRL4 

PSGL1, RAGE 

ND HMGB1 NE NOX2 

NETose non 

lyique 

ND ND ND ND NOX2 

Tableau 1: Voies de signalisations cellulaires impliquées dans le phénomène de NETose 
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différence morphologique qu’il existe entre les PNN humains et murins, les derniers ayant une 

morphologie nucléaire circulaire centrale.  
Les ROS quant à eux permettent d’oxyder de nombreuses molécules telles que les acides 

nucléiques, les lipides et les protéines. Leur présence dans le processus de NETose est essentielle, 

et a été prouvée pharmacologiquement et de façon plus pertinente en étudiant les PNN de patients 

atteints de CGD35, un déficit immunitaire congénital lié à une anomalie de la NADPH oxydase, 

productrice de radicaux libres de l'oxygène. Cette maladie entraine un défaut de destruction des 

bactéries et des champignons phagocytés par les macrophages et les polynucléaires neutrophiles, 

ainsi qu’une incapacité des PNN à générer des NETs, leur conférant une susceptibilité accrue aux 

infections bactériennes et fongiques. 

Une restauration de la NETose chez ces patients diminuait leur risque infectieux28,29. 

 

Une autre étape de modification post traductionnelle critique dans l’étape de décondensation de la 

chromatine, est la citrullination des histones. La citrullination des histones, est le témoin de l’étape 

critique de décondensation de la chromatine au cours de la formation des NETs36.  

Cette étape épigénétique essentielle correspond à une modification post-traductionnelle médiée 

par l’enzyme peptidylarginine déiminase 4 (PAD4), responsable de catalyser l’étape de 

déimination (ou citrullination), entrainant la conversion des résidus acide aminé arginine présents 

sur les histones H3 et H4 en L-citrulline. 

 

 

L’enzyme PAD4 est exprimée de façon importante dans les PNN36. Une inactivation de celle-ci 

in-vitro est responsable d’une altération dans la formation des NETs et a pour conséquence un 

déficit fonctionnel des PNN à lutter contre les bactéries, se manifestant par un déficit immunitaire 

rendant les lignées de souris expérimentales PAD4-/- sensibles aux infections bactériennes 

contrairement aux souris contrôles. 

A l’opposé, une inhibition génétique ou pharmacologique de PAD4 peut réduire les symptômes 

de nombreuses maladies dans lesquelles l’implication des NETs est fortement suspectée ou/et a 

été mise en évidence, comme la polyarthrite rhumatoïde (PR), le lupus érythémateux disséminé 

(LED), l’athérosclérose37 et les altérations organiques tissulaires induites par 

Figure 4: Deimination ou citrullination d'une protéine par l'enzyme PAD (cf : Kumar, Dinesh & Raju, 
et al. (2016). Advancement in contemporary diagnostic and therapeutic approaches for 
rheumatoid arthritis. Biomedecine ]Pharmacotherapy.)  
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ischémie/reperfusion38. Cette enzyme semble également pouvoir citrulliner d’autres protéines dans 

les cellules, mais leur implication dans la NETose n’est pas encore élucidée à ce jour. 

La citrullination des histones H3 en combinaison avec d’autres éléments (ex : MPO,NE) sont de 

très bon marqueurs de mise en évidence des NETs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. La NETose suicidaire 

Steinberg et Grinstein (2007) désignent par le terme de « NETose suicidaire » la mort cellulaire 

des neutrophiles coïncidant avec la formation de NETs39. 

Ce scénario est le mécanisme le plus connu, le plus anciennement découvert et le plus 

fréquemment décrit dans la littérature. Il est fortement dépendant de la production de ROS et donc 

Figure 5: La citrullination de résidus sur les histones médiée par PAD, entraine la décondensation de la 
chromatine.(PAD-mediated histone tail citrullination of positively charged arginines leads to uncharged 
citrullines, and subsequently to chromatin decondensation. .) 

 

Figure 6: Représentation schématique de la NETose (d’après Brinkmann et Zychlinsky) 
Après la stimulation des récepteurs (A), les neutrophiles adhèrent au substrat (B), et mobilisent les 
composants des granules (NE et MPO) (C) Les histones dans le noyau sont modifiés, les membranes 
intracellulaires se désintègrent. Enfin, la membrane cellulaire se rompt, et le mélange de cytoplasme et 
de nucléoplasme est expulsé pour former des NETs (D). 
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de l’action du complexe enzymatique de la NADPH oxydase19, impliquant de multiples voies de 

signalisation intracellulaires. 

La formation de NETs ou NETose est un processus multi-étapes au cours duquel le PNN activé 

subit de profondes modifications morphologiques. Peu de temps après leur activation, les PNN 

s’aplatissent et adhèrent fermement au substratum, il s’ensuit un gonflement et une perte de 

l’aspect multilobé du noyau, qui est suivi par une translocation nucléaire des enzymes granulaires. 

Parmi ces enzymes l’élastase neutrophile (NE) en synergie avec la myélopéroxydase (MPO) 

dégradent les histones permettant la décondensation de la chromatine40. Il s’en suit une dégradation 

progressive des membranes internes et externes nucléaires. 

A ce stade intervient l’enzyme clé, PAD4 qui joue un rôle déterminant en assurant la citrullination 

des histones et permettant d’amplifier le phénomène de décondensation de la chromatine. 

Après environ une heure, la membrane nucléaire se désagrège et le contenu défini comme le 

« nucléoplasme » forme une masse homogène avec le cytoplasme. 

Finalement la cellule semble se contracter jusqu’à rupture de la membrane cytoplasmique et 

émission du contenu nucléo-cytoplasmique dans le milieu extracellulaire, formant les NETs  avec 

cytolyse finale. Durant les dernières phases de formation des NETs, pas moins de 30 protéines 

majoritairement originaires des granules des PNN participent à leur formation41. 

Durant cette forme de NETose, la perméabilisation de la membrane plasmatique survient de 

manière programmée et non pas en conséquence de l’expulsion du contenu nucléo-cytoplasmique. 

Cette observation suggère bien que cette forme de NETose suicidaire est bien le résultat d’une 

mort cellulaire programmée33. Cette mort programmée doit cependant être distinguée du 

mécanisme d’apoptose qui fait intervenir des voies de signalisation différentes, comme l’ont 

attesté des expériences de blocage des voies des caspases, des MLKL (Mixed lineage kinase 

domain like pseudokinase) et du protéasome qui n’ont que très peu affecté le mécanisme de 

NETose42,43. 

Mais l’implication systématique des ROS au cours de la NETose est discutée. En effet, ces 

dernières années, plusieurs équipes ont démontré l’existence de mécanismes produisant des NETs 

indépendant de la voie des ROS44 et n’entrainant pas systématiquement une mort cellulaire.  

 

c. La formation de NETs précoces 

Plus récemment, des observations de formation de NETs ont mis en évidence un mécanisme 

entrainant l’expulsion du contenu nucléaire sous forme de chromatine décondensée s’apparentant 

à une génération de NETs sans compromettre l’intégrité de la membrane cytoplasmique et 

n’entrainant pas la mort de la cellule45.  

Clark et al.46, Pilsczek et al.45 et Yipp et al.47 ont démontré que les PNN ne subissent pas forcément 

un phénomène de mort cellulaire après l’émission de NETs, et que cette émission de NETs  au 

même titre que les fonctions de phagocytose et le chimiotactisme préservaient la fonction des 

neutrophiles. Cette forme de NETose est rapide, permettant l’émission de NETs en quelques 

minutes, contrairement à la NETose  suicidaire qui peut prendre plusieurs heures28,45. 

Cette NETose « précoce », survient principalement après stimulation bactérienne ou par des 

composés bactériens, plaquettaires médiés par le TLR4 et même par des protéines du complément. 

Elle semble indépendante des mécanismes liés à la libération de corps oxydés47, et ne dépend donc 
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pas essentiellement de la génération de ROS48. Dans ce processus, la génération et l’excrétion de 

NETs en extracellulaire se produit via un mécanisme de transport vésiculaires. 

Les observations au microscope électronique à balayage (MEB), effectuées par l’équipe de 

Pilsczek et al.45  de PNN non traités, stimulés avec du PMA et des extraits de S.aureus, ont permis 

d’analyser distinctement les mécanismes morphologiques de formation des NETs et les différences 

retrouvées entre ces deux mécanismes de NETose. 

 

De la même manière que pour la NETose suicidaire, les granules α contenant de l’élastase 

neutrophile (NE) sont transloqués en intranucléaire pour participer à la décondensation de la 

chromatine avec l’aide de la protéine PAD4 et au fractionnement de la membrane nucléaire.  

 

 

Par étape, on note : 

 

1) En premier une dilatation de la membrane 

nucléaire (B) avec séparation des membranes 

nucléaires internes (INM) et externes (ONM) 

formant un espace virtuel (C), dans lequel 

s’accumulent des brins d’ADN46,48 sur lesquels 

sont fixés des nucléosomes (D) et autres 

protéines granulaires formant des perles de 50 

nm de diamètre. Ces structures 

chromatiniennes s’accumulent alors dans le 

cytoplasme de la cellule (E). 

 

 

 

 

 

2) Par la suite ce phénomène s’amplifie, formant 

de nombreux bourgeonnements à la surface 

de la membrane nucléaire (E& F), entrainant 

la libération de plus en plus de vésicules 

remplies de brins d’ADN (B&D), dans le 

cytoplasme, le contenu nucléaire se condense 

et devient circulaire (D). 
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3) La phase finale se caractérise par 

une lyse de la membrane nucléaire, 

libérant l’ensemble du contenu 

nucléaire (A&B), qui sous forme de 

vésicules tractées par les 

microtubules du cytosquelette 

migrent à la membrane 

cytoplasmique (C) et se retrouvent 

excrétées dans le milieu 

extracellulaire. 

De façon concomitante, des 

granules denses cytoplasmiques 

migrent également à la surface et 

excrètent leur contenu dans le 

milieu extracellulaire (D&E).  

Ces dernières données suggèrent 

que les contenus des vésicules 

d’origine nucléaire et des granules 

cytoplasmiques se retrouvent alors 

mélangés dans le milieu extracellulaire, entrainant la formation finale de NETs caractérisés par 

leur composition chromatinienne et granulaire. 

Les NETs libérés dans les milieux extracellulaires forment alors des pièges efficaces à 

bactéries, en les emprisonnant dans des maillages de chromatine granulaire (F). 

 

L’ensemble de ce processus prend en moyenne de 20 à 60 minutes maximum et entraine une 

production efficace de NETs par des PNN qui se retrouvent anucléés mais sans altération de 

l’intégrité de la membrane cytoplasmique. 

Ce type de NETose semble être plus associé à des conditions infectieuses que des mécanismes 

inflammatoires « stériles ». Ceci permettrait probablement aux neutrophiles de rester fonctionnels 

après l’émission de NETs et de pouvoir continuer leur action anti-infectieuse par chimiotactisme 

ou bien en phagocytant ou en se dégranulant. Des descriptions faites de ce type de NETose font 

d’ailleurs état d’une génération de NETs par les PNN durant leurs patrouilles intravasculaires 

« NETing during patrolling », tels qu’ils ont été observés par microscopie intravitale 

correlative45,47,49, phénomène difficile d’observation en microscopie in-vitro en raison de l’artefact 

de l’observation en 2D50. Des études ont récemment fait le lien entre ce type de NETose et une 

activation spécifique mitochondriale avec production et utilisation d’ADN mitochondrial51 pour 

former les NETs. Cette utilisation reste néanmoins parcellaire car quantitativement moins 

importante que l’ADN nucléaire45. 

Ces filaments de NETs semblent être plus résistants à l’action des nucléases, et plus efficients dans 

la lyse des microorganismes que les NETs générés après stimulation par du PMA52. 
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d. Structure et composition des NETs 

Les NETs sont constitués de filaments lisses d’ADN de l’ordre de 15nm de diamètre qui enroulés 

autour d’histones forment des nucléosomes qui constituent l’unité de base d’organisation de la 

chromatine. Cette chromatine décondensée constitue l’armature principale d’organisation des 

NETs et forme des domaines globulaires richement composés d’histones H2 (A et B), H3 et H417 

s’organisant en réseaux fortement chargés négativement. 

Brinkmann et al. en 200417 ont montré que ce réseau d’ADN est sensible à l’action de 

désoxyribonucléases (DNases) qui désassemblent les NETs. 

 

Figure 7: Aperçu du mécanisme de NETose 
(a) Différents stimuli, tels que le PMA, les auto-anticorps (Abs) ou les cristaux de cholestérol, induisent une NETose 
suicidaires, ce qui se produit après des heures de stimulation. Après l'activation de la NADPH oxydase, des ROS 
sont produites et PAD4 est activée, ce qui entraîne une décondensation de la chromatine. 
Par la suite, l'élastase neutrophile (NE) et la myéloperoxydase (MPO) sont transloquées dans le noyau pour 
favoriser la décondensation de la chromatine et la dislocation de la membrane nucléaire. La chromatine est libérée 
dans le cytosol, où elle se  retrouve décorée de protéines granulaires et cytosoliques., Enfin, les NETs sont libérés 
par rupture de la membrane plasmique, entrainant la mort du neutrophile.  
(b) La NETose vitale est induite en quelques minutes par S. aureus, par les récepteurs du complément et les ligands 
TLR2, ou par E. coli directement via TLR4 ou indirectement via les plaquettes activées par TLR4. PAD4 est activé, 
indépendamment de ROS ?ou possiblement par des ROS d’origine mitochondriale, et induit une décondensation 
de la chromatine. Comme dans la NETose suicidaire, la NE est transloquée dans le noyau afin de faciliter la 
décondensation de la chromatine et la rupture de la membrane nucléaire. Cependant, la chromatine décorée de 
protéines est expulsée par voie vésiculaire et le neutrophile reste en vie pour d'autres fonctions, comme la 
phagocytose.  

 

NETose vitale 
précoce 

NETose suicidaire 
tardive 
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L’étude par microscopie électronique à balayage (MEB) permet de se faire une idée de cette 

structure hétérogène composée de fibres lisses (diam:10-17 nm) et domaines globulaires (diam: 

25-50nm). 

 

A ce jour, au moins 30 protéines différentes associées aux NETs ont été identifiées5. Les histones 

H2A, H2B, H3 et H4 sont les protéines les plus abondantes et représentent 70% des protéines 

totales41, les autres protéines nucléaires sont très faiblement représentées. Au cours de la NETose, 

ces histones subissent des modifications post-traductionnelles, telles que la protéolyse et la 

citrullination. 

Les zones les plus relâchées de cette structure sont particulièrement citrullinées. On y retrouve 

également des protéines majoritairement granulaires comme : 

- l’élastase neutrophile (NE)   

- la lactoferrine 

- la cathepsine G 

- la myélopéroxydase (MPO) 

- la protéinase 3 (PR3) 

- la protéine High–Mobility Group Box 1 (HMGB1) 

 

 

Figure 8: Analyse des NETs par Microscopie électronique à haute résolution (D’après Urban et al. 200922) 
B : Analyse de NETs en MEB à haute résolution, composés de fibres lisses  (encadré  blanc)  et  de  domaines  
globulaires  de  25  à  50  nm  de  diamètre  indiqués  par  des flèches (échelle = 100 nm) C : Analyse par MEB à 
émission de champ. L’analyse d'une  fibre de NETs montre que son diamètre est de l’ordre de 5 à 10 nm, similaire 
à celui des nucléosomes,  
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La plupart des protéines granulaires associées aux NETs proviennent des granulations azurophiles. 

Les autres protéines non granulaires qui les constituent sont principalement cytoplasmiques 

(calprotectine ou S100 CBP) et membranaires (composants de la Nox2 et β2 intégrine 

CD11b/CD18). 

 

 

 

 

Cette composition protéique des NETs est essentielle, permettant d’en constituer la signature 

biochimique et cytométrique et surtout de la différencier des produits semblables relargués par 

apoptose ou nécrose cellulaire28.  

Hormis cette base commune entrant dans la composition des NETs de façon globale, il est 

également possible d’isoler d’autres protéines et composants circulants pouvant être liés par les 

NETs en fonction des situations physiopathologiques et selon l’état d’amorçage de ceux-ci, 

comme par exemple le facteur von-Willebrand (vWF)53, le facteur XII54, le facteur tissulaire 

(FT)54,55 et des protéines du complément comme la properdine. La présence d’IFNα, et de peptides 

pro-inflammatoires comme le LL-37 et l’HMGB1 est fortement exprimée à la surface des NETs 

après stimulation par du PMA. 

Le réseau de NETs émis par un PNN prend alors l’aspect de filet occupant un espace dix fois plus 

large que celui occupé par la cellule d’origine. 

Granules 
leucocytaires 

Noyau Cytoplasme 
Enzymes 

glycolytiques 
Cytosquelette 

Elastase neutrophile 
(NE) 

Histones H1 
S100 calcium-binding 
protein A8 

Alpha-énolase 
Actineβ et/ou ϒ 

Lactoferrine Histones H2A 
S 100 calcium-binding 
protein A9 

Transcétolase 
Myosine-9 

Azurocidine Histones H2B 
S 100 calcium-binding 
protein A12 

 
Plastine-2 

Gelatinase Histones H3 
Actine du 
cytosquelette 
(béta/gamma) 

 

Cytokératine-10 

Cathepsine G Histones H4 Myosine 9 (MYH-9)  
α-actinine1 et/ou 
4 

Myéloperoxidase 
(MPO) 

Myeloid cell nuclear 
differentiation 
antigen (MNDA) 

Alpha-actinine (1/4)  

 

Proténase 3 (PR 3) 
High-mobility group 
Protein B1(HMGB1) 

Plastine-2  
 

LysozymeC  
Catalase du 
peroxysome 

 
 

Defensines 1 et 3     

Cathélicidine (hCAP-
18/LL-37) 

   
 

Pentraxine 3(PTX-3)     

Bactericidal/permeab
ility 
Increasing protevi 
(BPI) 

   

 

Tableau 2 : Principaux composants des NETs (d’après 5,14,25,50) 
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e. Inducteurs de NETose 

e1. Inducteurs physiologiques 

De nombreux inducteurs ou stimuli physiologiques de NETose ont été rapportés, principalement 

dans le cadre de leur fonction première de lutte anti-infectieuse.  

- Des agents pathogènes, résumés dans le tableau ci-contre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Des médiateurs pro-inflammatoires physiologiques comme le TNFα, l’IL-8, les facteurs 

d’activation plaquettaire (PAF), qui sont de forts inducteurs de NETose. 

- Des auto-anticorps56, complexes antigènes-anticoprs57, mais moins efficacement  

- Des composés bactériens comme les lipopolysaccharides (LPS) et autres glycoprotéines de 

membranes bactériennes31,58. 

- Les plaquettes activées (via le système du TLR-4) entrainant l’induction rapide de NETs46, 

et les cellules endothéliales. 

- Les dérivés réactifs de l'oxygène (ROS), qui restent les plus efficaces d’entre eux.  

 

Le phénomène de NETose est plus facile d’exploration in-vitro qu’in-vivo, et les différentes 

techniques permettant de l’induire sont plus facilement maitrisables sur des PNN isolés pour étude 

in-vitro.  

 

Espèces Références 

S. aureus 
Fuchs et al., 2007 

Pilsczek et al.,2010 

S. pyogenes Buchanan et al., 2006 

Groupe AS. Pyogenes Lauth et al., 2009 

E.coli Grinberg et al., 2008 

Shigelle flexneri Brinkmann et al.,2004 

Nontypeable H. influenza Casuti-Meyer et al., 2010 

Yersinia enterocolitica et Y. 

peudotuberculosis 
Brinkman et al. 2004 

Mannheimia haemolytica Aulik et al., 2010 

Mycobacterium tuberculosis Ramos-kichik et al., 2009 

Candida albicans Urban et al., 2006 

Aspergillus fumigatus Bruns et al., 2010 

Aspergillus nidulans Bianchi et al., 2011 

L. amazonensis Guimaroes-Costa et al., 2009 

Toxoplasma gondii Abi Abdallah et al., 2012 

HIV-1 Saitah et al., 2012 

Tableau 3: Pathogènes inducteurs de NETs (d’après Brinkman & Zychlinsky54) 
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e2. Induction pharmacologique  

 La plupart des études réalisées pour décrypter le mécanisme de formation des NETs, utilisaient 

un activateur pharmacologique le phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) sur PNN isolés, un 

puissant activateur de la protéine kinase C.  

Le PMA permet aussi une forte activation du « burst oxydatif » des PNN, entrainant une 

accumulation des produits d’oxydation de la voie de la NADPH oxydase59. 

Dans les premières publications28,45 étudiant la formation de NETs, la génération de dérivés réactif 

de l'oxygène (ROS) dont l’anion superoxyde (O2°-) était nécessaire à la génération des NETs in 

vitro après stimulation par du PMA ou exposition au S.aureus. 

En revanche, il semblerait que cette voie de stimulation ne nécessite pas une activation par la 

protéine PAD460, et n’induit pas une élévation de la concentration intracellulaire de Ca2+ 

nécessaire à l’activation de PAD461. 

Il semblerait donc, que le PMA puisse induire de façon efficace la génération de NETs in-vitro et 

que cette stimulation soit dépendante de la production de dérivés oxydés par la cellule. Cette 

stimulation artificielle court-circuite les récepteurs membranaires physiologiquement impliqués 

dans la génération de NETs in-vivo, ainsi que les voies de signalisation secondairement mises en 

jeu. Il est peu certain que les composants essentiels à la génération de NETs après induction par le 

PMA le soient également lors d’une stimulation physiologique de la NETose, tels que le rôle 

central de la NADPH oxydase et des MPO, puisque des études menées in-vivo ont démontré 

l’indépendance de la génération de NETs dans ces modèles vis-à-vis des ROS produits par la 

NADPH oxydase49. 

 

- La ionomycine (ionophore de calcium), les dérivés réactifs de l'oxygène (ROS) ainsi que les 

donneurs de monoxyde d’azote (NO) conduisent également à la libération de NETs in-vitro 

 

 

f. L’ETosis, production d’ADN extracellulaire par d’autres types cellulaires 

La génération de pièges extracellulaires (Extracellular Traps pour ETs) semble d’ailleurs coexister 

chez différentes espèces vivantes, comme chez l’humain, l’animal et même les plantes62, suggérant 

ainsi une relative conservation dans l’évolution de ce mécanisme protecteur. Cette capacité ne 

semble d’ailleurs pas restreinte aux neutrophiles, en effet d’autres types cellulaires parviennent 

également à émettre des pièges extracellulaires semblables63,64 comme les cellules mastocytaires, 

les monocytes et les éosinophiles63,65. 

 

f1. Les éosinophiles  

La production d’ETs par les éosinophiles suit un processus quasi similaire à celui décrit pour la 

libération d’ADN mitochondrial par les PNN. 

Celui-ci n’implique pas de mort cellulaire et dépend étroitement de la production de ROS. Cette 

production est principalement médiée par une voie de signalisation dépendante de l’IL-5 et de 

l’IFNγ. Ces cytokines sont sécrétées après contact des éosinophiles avec des composants 



   

 

36 

 

bactériens, comme le LPS et l’éxotaxine qui stimuleront la production de ROS et l’expulsion 

d’ADN par les éosinophiles. 

Dans les ETs issus d’éosinophiles, la présence de plusieurs gènes mitochondriaux, en particulier 

Co1 (sous-unité du cytochrome oxydase 1), ND1 (sous-unité NADH déshydrogénase 1), ou Cyb 

(cytochrome b), confirme l’origine mitochondriale de cet ADN63. 

De plus, les ETs des éosinophiles semblent être impliqués dans la physiopathologie de maladies 

inflammatoires intestinales 63 en altérant la barrière muqueuse des intestins, de la peau66 et dans 

l’asthme en favorisant la pérennisation du stimulus inflammatoire par la présence de néoantigènes 

apportés par les ETs dans le milieu extracellulaire. 

 

 

4- Fonctions des NETs 

Le principal rôle physiologique des NETs en condition de régulations optimales, est celui 

d’amplificateur de réponse anti-infectieuse. Initialement attribué par l’équipe de Zychinsky et 

Brinkmann17 à un mécanisme de mort cellulaire « avec libération de structure extracellulaire » au 

même titre que la nécrose ou l’apoptose, mais associé à une action anti-bactérienne particulière, 

ce mécanisme de NETose a depuis été documenté in-vivo dans de nombreuses situations 

pathologiques comme : des shigelloses expérimentales chez le lapin, appendicites17, pré 

éclampsies67, leishmanioses cutanées68, pneumonies à S.pneumoniae69, fasciites nécrosantes à 

S.pyogenes70,71 chez les souris et de nombreuses conditions auto-immunes56, néoplésiques72–74 et 

thromboemboliques75–77 

Les NETs ont une action antimicrobienne directe de par la composition diverse de leur structure 

chromatinienne en peptides antibactériens, fongicides et antiparasitaires. Ils semblent également 

pouvoir dégrader les facteurs de virulence et même pouvoir tuer la bactérie avant le processus de 

lyse par phagocytose17. 

De plus leur caractéristique « d’amplificateur de réponse anti-infectieuse » permet une meilleure 

action des substances antibactériennes sécrétées par le PNN en assurant une concentration élevée 

de ceux-ci dans le milieu péri cellulaire tout en évitant la diffusion trop à distance de substances 

comme les protéases pouvant induire des dommages tissulaires à distance.  

 

L’effet microbicide des NETs est le résultat de la combinaison d’au moins 3 effets : 

1) Premièrement, les NETs permettent de piéger les microorganismes et ralentissent leur 

dissémination à partir du site initial de l’infection17,45. Les mécanismes moléculaires impliqués 

dans ce phénomène ne sont pas encore totalement compris, mais il est possible que les interactions 

électrostatiques entre les composants cationiques des NETs et la surface anionique des 

microorganismes jouent un rôle. 

 

2) Les NETs peuvent également inactiver les facteurs de virulence des microorganismes 

pathogènes, qui ont pour fonction de modifier et détruire les cellules de l’hôte. Par exemple, 

l’élastase neutrophile (NE) des NETs clive les facteurs de virulence de Shigella flexneri, 

Salmonella typhimurium, et Yersinia enterocolitica17,78. Les NETs contiennent également la 
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cathepsine G (CatG) et la PR3 étroitement liées à la NE, qui pourraient cliver d’autres facteurs de 

virulence79.  

 

3) Enfin, l'activité antimicrobienne des NETs dépend de leur structure, car ils fournissent une 

forte concentration locale de protéines à activité anti-infectieuse à proximité directe des 

microorganismes piégés. Parmi ces protéines, on retrouve des enzymes telles que le lysozyme ou 

les protéases, des peptides antimicrobiens (BPI et défensines) ainsi que des chélateurs d'ions 

comme la calprotectine.  

 Les histones, protéines les plus abondantes des NETs, possèdent également une forte activité 

antimicrobienne intrinsèque80. 

 

a. Activité anti-infectieuse 

a1. Action anti-bactérienne 

Les NETs sont impliqués dans le contrôle et l’élimination des bactéries Gram+ et Gram-, qui sont 

elles-mêmes de bons inducteurs de NETose.  

Les granules décorant les filaments de NETs ont des propriétés bactéricides et bactériostatiques 

reconnues grâce notamment à la présence de protéines telles que les protéases, la lactoferrine (LF) 

et les complexes d’histones.  

Parmi les bactéries Gram+, S. aureus peut être détruit efficacement par un mécanisme dépendant 

de l'activité peroxydase de la MPO des NETs. De plus, cette stratégie de « trapping » est 

particulièrement adaptée, cette catégorie de germes ayant développé au cours du temps des 

stratégies échappatoires au mécanisme de la phagocytose45,81. 

Les bactéries Gram-, notamment E.coli, S.flexneri et S.typhimurium, peuvent aussi être tuées par 

les NETs. Ils ont montré une efficacité particulière à lutter contre des souches de bactéries 

entéropathogènes comme les E.coli à adhésion diffuses (DAEC) ou entérohémorragiques 

(EHEC)30. 

 

a2. Action antifongique 

Cette action antifongique semble bien plus importante qu’initialement prévue. Des observations 

effectuées sur des lignées de souris déficientes en MPO montrent que celles-ci sont plus exposées 

à des infections fongiques récurrentes. Ces expériences mettent en lumière un rôle essentiel des 

NETs, celui de lutter et de piéger les microorganismes trop volumineux pour être phagocytés en 

intracellulaire comme les hyphes mycotiques et de participer efficacement à leur clairance 

systémique82. Ces constatations découlent également des observations effectuées chez des patients 

souffrant de granulomatose septique chronique (CGD), chez qui la restauration de la NETose par 

thérapie génique a amélioré cette catégorie de complications infectieuses29. 

La NETose est aussi une des principales voies de synthèse et de sécrétion de calprotectine, un 

hétérodimère de S100A8 et S100A9 , principale protéine chélateur de métaux comme le zinc et le 

manganèse, permettant de lutter contre la croissance mycotique41,83. 
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a3. Action anti parasitaire 

De nombreuses infections parasitaires semblent également induire la formation de NETs. 

Principalement liées à des infections par des protozoaires comme les toxoplasmas, plasmodiums, 

leishmanias et les trypanosomes. Il s’agit principalement de parasites intracellulaires, qui durant 

leur cycle se retrouveront au contact des médiateurs immunitaires extracellulaires lors de leur 

migration vers les cellules hotes84. 

Dans le cas de P.falciparum, une étude chez les enfants du Niger a montré la présence de NETs 

dans le sang circulant capable de piéger les trophozoïtes libres et intraértyrhocytaires85. Par 

ailleurs, les auteurs ont également mis en évidence la présence d’Ac antinucléaires associés, 

probablement en rapport avec l’immunogénicité des NETs. 

De même, des exemples d’infection par T.gondii chez l’homme ou dans le modèle murin ont 

montré un afflux de PNN induits par la présence de tachyzoïtes dans les tissus. Ces tachyzoïtes 

semblent pour certains êtres « pris dans des filets » de NETs84. 

Et enfin, dans le cadre de leishmanioses cutanées, différentes études analysant les atteintes 

cutanées induites par les différentes espèces de leishmanies suggèrent la présence de NETs dans 

les lésions et leur rôle actif dans la lutte contre les formes amastigotes et promastigotes. 

Des tests in-vitro68 ont montré que les NETs générés à partir de PNN naïfs ou stimulés par du 

PMA parviennent à tuer les leishmanies, en partie à cause du rôle toxique des histones, et de la NE 

à leur contact. Les molécules formant les NETs fortement cationiques semblent être attirées par 

les lipophosphoglycanes (LPG) de surface du protozoaïre fortement chargé négativement22. 

Mais l’effet parasiticide des NETs in-vivo sur les formes promastigotes semble néanmoins limité. 

Ces structures jouent plutôt un rôle de pièges en interférant dans le cycle réplicatif du parasite, en 

l’empêchant de pénétrer dans la cellule hôte. La plupart de ces mécanismes de production de NETs 

passent par des voies de signalisation indépendantes de la production de ROS48,86. 

 

a4. Action antivirale 

Une génération de NETs a également été observée dans des cas d’infection au virus de 

l’immunodéficience humaine (HIV)21 ou virus respiratoire syncytial (VRS)87. Les PNN 

parviennent à reconnaitre ces virus via les récepteurs TLR-7 et TLR-8 activant le mécanisme de 

burst oxydatif et la libération de NETS, dont la composition structurelle en MPO et α-défensines 

semble aider à l’emprisonnement de virions et agir sur leur potentiel infectieux. A l’opposé, 

d’autres modèles d’infection virale comme la rougeole, la grippe ne semblent pas mettre en 

évidence un excès de NETose. De plus, les modèles murins de souris déficientes en PAD4 ne 

montrent pas de susceptibilité accrue aux infections grippales88. 

De façon contradictoire, certaines données indiquent que les NETs pourraient être impliqués dans 

la physiopathologie des atteintes inflammatoires respiratoires dans certaines infections à virus de 

la famille des paramyxoviridae murins comme le virus Sendai89, ou des cas d’infections à virus de 

la grippe A qui ont montré un afflux de PNN avec accumulation de NETs à l’origine d’atteintes 

pulmonaires sévères liées à leur cytotoxicité. 
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b. NETose suicidaire tardive 

Comme vu précédemment, cette forme de NETose est le résultat d’une modification 

morphologique profonde des PNN résultant de l’activation de voies de signalisation complexes et 

dépendant de la production importante d’oxydants principalement par l’enzyme granulocytaire la 

NADPH oxydase.  

Après ce processus de 1- 4h environ, la génération de NETs permet au PNN d’accomplir son rôle 

antimicrobien, même après la mort de la cellule. 

Le phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), un puissant activateur de la protéine kinase C et 

d’autres voies de signalisation intracellulaires, est le principal inducteur de cette voie de NETose 

suicidaire. Ce composant chimique a d’ailleurs été, à l’origine de la découverte de la capacité des 

PNN à émettre des NETs16,17. 

Dans certains cas associés à des situations infectieuses, la survenue de NETose suicidaire tardive 

peut s’apparenter à une action défensive de « dernière ligne » de la part du PNN90, qualifiée dans 

certains articles « d’attaque kamikaze » cellulaire91. 

Mais comme nous l’avons abordé précédemment la libération de NETs ne s’accompagne pas 

systématiquement de la mort de la cellule, et une stimulation des neutrophiles par des pathogènes 

pouvait conduire à une forme de NETose dite « vitale » et rapide dans lequel le PNN conserve sa 

capacité de phagocytose. 

Le stimulus initial semble donc jouer un rôle crucial dans la détermination du type de NETs à 

engendrer. 

 

 

c. NETose vitale précoce 

Il s’agit d’un évènement rapide (quelques minutes) entrainant la génération de NETs, sans lyse 

cellulaire et indépendante de la production de ROS45. 

Suite à une activation du PNN via des stimuli d’origines microorganiques, les membranes 

nucléaires forment des vésicules emplies d’ADN décondensé organisé en filets (NETs) qui 

fusionnent avec la membrane cytoplasmique et sont libérées dans le milieu extracellulaire. 

Cette NETose précoce a pour principale fonction d’immobiliser les microorganismes (bactéries, 

champignons et virus) permettant leur élimination de façon plus efficiente par le PNN. 

Elle n’a été mise en évidence que dans des situations de stimuli infectieux par des pathogènes 

vivants, (bactéries ou parasites), et a été observée in-vitro uniquement dans des conditions de 

microscopie intravitale corrélative permettant de reproduire au mieux les conditions in-vivo. 

Pilszek et al. en 201045 ont mis en évidence pour la première fois ce mécanisme de NETose 

« atypique » en étudiant le phénomène de NETose sur des souches de S.aureus présentant des 

facteurs de virulences. Cette NETose est caractérisée par une génération assez rapide de cette 

structure chromatinienne (quelques minutes), par un processus indépendant d’une génération de 

corps oxydés et de ROS, et surtout sans lyse de la cellule ou extériorisation d’un contenu 

mitochondrial en ADN. 

Ce mécanisme de NETose est tout particulièrement adapté à la lutte contre des germes comme le 

Staphylococcus aureus ayant su évoluer dans le temps pour développer de multiples mécanismes 
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d’inhibition de la phagocytose macrophagique, d’interférence avec la cascade de lyse du 

complément92, à l’opsonisation et surtout en développant des mécanismes inhibant la production 

d’oxydants par les neutrophiles. 

L’équipe de Yipp et al.47 ont confirmé deux années plus tard ces observations en utilisant un 

système complexe de marquage de l’ADN avec de nombreux intercalants du type SYTOX® 

associés à une analyse in-vivo par microscopie confocale intravitale corrélative à disque rotatif 

(SDCIM) avec reconstruction 3D, en étudiant « en live » le comportement des PNN in-vivo 

confrontés à une infection à bactéries GRAM+ chez les souris et l’humain. 

 

Toutes les observations effectuées sur ce type de NETose indiquent qu’il est particulièrement 

adapté à la lutte contre des infections à germes particulièrement invasifs et de dissémination rapide 

(principalement des coccis GRAM+), pour lesquels un mécanisme de génération de NETs 

conventionnel avec lyse finale serait contreproductif en l’absence de mécanisme de phagocytose 

associée, en raison de la capacité de ces germes à échapper aux différents mécanismes de défense 

des cellules de l’immunité innée. Ceci permettrait probablement aux neutrophiles de rester 

fonctionnels après l’émission de NETs et de pouvoir continuer leur action anti-infectieuse par 

chimiotactisme ou bien en phagocytant ou en se dégranulant. 

De plus comme cité précédemment, les filaments de NETs générés par cette NETose précoce 

semblent être plus résistants à l’action des nucléases, et plus efficients dans la lyse des 

microorganismes que les NETs générés après stimulation par du PMA52. 

Néanmoins, en conditions physiologiques, les deux types de NETose (précoce vitale et suicidaire 

tardive) jouent un rôle dans l’immunité anti-infectieuse. 

Certaines bactéries pathogènes (genre S.pyogenes et S.aureus) ont su évoluer en exprimant à leur 

surface extracellulaire des molécules de désoxyribonucléase (DNase) leur permettant de 

désassembler les NETs et ainsi agir comme facteurs de virulence69,70. 

 

 

 

 

 

Figure 9: Mécanismes d'évasion des NETs 
Les micro-organismes peuvent échapper aux NETs par 

l'intermédiaire de trois mécanismes connus :  

(a) En s’encapsulant, ce qui réduit leur avidité aux 

NETs et les rend résistant à la lyse par les NETs  

(b) En sécrétant des endonucléases qui dégradent les 

NETs  

(c) En dérivant des composants des NETs en 

molécules cytotoxiques grâce à des enzymes 

microbiennes spécialisées, entrainant la lyse ou 

l’apoptose des cellules immunitaires. 

(D’après Papayannopulos et al. Nature Immunology 

201877) 
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Bien que les deux mécanismes de NETose jouent un rôle essentiel dans l’élimination des 

microorganismes, le second mécanisme suicidaire en cas de formation excessive est responsable 

de plusieurs effets indésirables tels que des lésions vasculaires endothéliales, thromboses, ainsi 

qu’un retard à la cicatrisation chez les patients diabétiques93,94. De plus, la dérégulation du 

phénomène de NETose suicidaire est impliquée dans la physiopathologie de nombreuses maladies 

auto-immunes (MAI). 

 

5- Effets délétères de la NETose, « The dark side of NETosis » 

De nombreux éléments de la physiopathologie de la NETose ont été mis en cause depuis leur 

découverte, dans la pathogénèse de nombreuses maladies. 

La mise en évidence des NETs ne semble donc pas être exclusivement associée à la présence de 

microorganismes pathogènes, en effet de nombreuses études ont attribué aux NETs d’origines 

nucléaire et mitochondriale un rôle dans des cas d’état inflammatoire dits « stériles » retrouvés 

notamment dans certaines maladies auto-immunes (MAI) telles que les vascularites à petits 

vaisseaux95, le lupus érythémateux disséminé (LED)96, la polyarthrite rhumatoïde (PR)97,98, 

l’athérosclérose, des cancers74, des pathologies thromboembotiques19,53,75,77 et même le diabète et 

des états de pré-éclampsies67,99. 

Cette implication des NETs dans la physiopathologie de ces maladies serait secondaire à leur 

dérégulation, entrainant la formation de NETose suicidaire excessive dans les tissus et la 

circulation sanguine. La rétention de médiateurs pro-inflammatoires issus des PNN sur les 

filaments des NETs permet d’agir efficacement sur les germes localement et de limiter leur 

diffusion et les possibles lésions tissulaires à distance. Cependant, la forte concentration locale de 

ces molécules actives, en particulier cytotoxiques, peut donner lieu à des lésions tissulaires locales. 

Ces effets indésirables ont particulièrement été étudiés au cours du sepsis sévère46,100.  

Leur impact important dans la pathogénèse principalement des MAI proviendrait de leur 

composition riche en molécules pro-inflammatoires (ex : complexes LL-37,IL-17), du rôle central 

joué dans la régulation des cytokines inflammatoires directement ou via la modulation d’autres 

cellules de l’immunité, ainsi que de la source de néoantigènes qu’ils constituent 101vis-à-vis des 

cellules immunitaires.  

Leur implication dans les pathologies thromboemboliques serait principalement dû à leur 

interaction plaquettaire et à leur activation vers un phénotype procoagulant46,76,77. 

 

Les NETs joueraient donc un rôle global dans l’altération des tissus sains, contribuant : 

- au développement d’un terrain auto-immun et/ou à la pérennisation d’une MAI préexistante 

- au développement de complications métastatiques sur un terrain néoplasique,  

- A des troubles thromboemboliques102 si associés à d’autres facteurs prédisposant ou pathologies 

pourvoyeuses. 
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C- Pathologies associées aux NETs 

 

1- NETS et maladies auto-immunes 

Dès leur découverte en 2004, Brinkmann et al.17 suggéraient que les NETs pourraient avoir un rôle 

délétère sur le plan auto-immun en raison de l’exposition d’une grande diversité de molécules 

intracellulaires comme les histones, dont les épitopes antigéniques jusqu’alors toujours présents et 

protégés par les différentes membranes cellulaires se retrouvaient exposés au milieu 

extracellulaire, entrainant alors une rupture de la tolérance du système immunitaire envers ces 

antigènes du soi jusqu’alors inconnu. 

 Depuis, cette hypothèse a été vérifiée dans plusieurs maladies auto-immunes (MAI) au cours 

desquelles des auto-anticorps contre des composants des NETs ont été mis en évidence5 et dans 

lesquelles les NETs jouent potentiellement un rôle dans la pathogénèse tels le lupus érythémateux 

disséminé (LED). 

De plus, les processus protéolytiques et oxydatifs au cours de la NETose pourraient faire apparaitre 

des néoantigènes impliqués dans ces phénomènes auto-immuns103. 

Les NETs seraient alors au centre d’un cercle vicieux dans lequel ils seraient à la fois 

potentialisateur de sécrétion d’auto-anticorps tout en étant générés en même temps par ceux-ci, 

permettant une pérennisation des désordres inflammatoires et auto-immuns56,104. 

Figure 10: Mécanismes des pathologies médiées par les NETs (d’après Papayannopulos et al. Nature 
Immunology 2018) 
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Nombre d’études ont récemment attribué aux NETs un rôle dans des états inflammatoires dits 

« stériles » retrouvés notamment dans certaines maladies auto-immunes102 telles que : 

- les vascularites à petits vaisseaux,  

- le lupus érythmateux disséminé (LED), 

- la polyarthrite rhumatoïde (PR) 

- et même le diabète, l’athérosclérose et des états de pré-éclampsies67,99  

 

Dans la plupart de ces conditions auto-immunes, une faible population circulante de granulocytes 

dits de faible densité (ou LDGs) est retrouvée. 

 Les LDGs représentent une sous-population de neutrophiles initialement décrits par Hacbarth et 

Kajdacsy-Balla en 198697 et plus récemment mis en évidence dans le sang de patients atteints de 

maladies auto-immunes telles que le LED où ils sont retrouvés en plus grande quantité par rapport 

à des patients sains. Ces cellules présentent un profil pro-inflammatoire plus important que les 

autres populations de neutrophiles et il existe une corrélation entre le taux de LDGs circulants et 

la sévérité (et/ou l’activité) de la maladie105. Ces LDGs ont également la propension de générer 

spontanément plus de NETs que les PNN standard, comme il l’a été mis en évidence dans le LED 

et la polyarthrite rhumatoïde (PR)57,104. Ces NETs sont principalement générés suite à une 

production de ROS d’origine mitochondriale106, et contiennent plus d’autoantigènes pathogènes 

que les NETs produits par les neutrophiles sains, entrainant plus de dommages tissulaires 

localement. 

La plupart des modèles animaux étudiés de maladies auto-immunes et leurs implications avec 

l’induction de NETs, mettent en évidence une activation préférentielle de la réponse inflammatoire 

interféron (IFN) de type 1, faisant intervenir l’activation des cellules dendritiques plasmacytoïde 

(PDCs) par l’intermédiaire de la signalisation des récepteurs TLR7 et TLR9 connus pour être 

sensibles aux acides nucléiques circulant, qui interagissent directement avec les NETs107,108. On 

peut penser qu’il existe un feedback entre les NETs et la réponse Th1 expliquant pourquoi la 

présence excessive de NETs pourrait exacerber la pathologie auto-immune.  

 

a. Lupus érythémateux disséminé et NETs 

Le lupus érythémateux disséminé ou systémique (LED) est une maladie auto-immune caractérisée 

par la présence d’auto-anticorps principalement dirigés contre des antigènes nucléaires, en 

particulier l'ADN double brin et différentes protéines du noyau.  

Récemment, des anticorps dirigés contre une protéine des NETs, la cathelcidine LL-37, ont été 

mis en évidence au cours du lupus109. Hors la présence de LL-37 et de HMGB-1 sur les NETs 

augmente l’immunogénicité de l'ADN et des histones. Ces NETs immunogènes activent les 

récepteurs TLR-9 des cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) induisant ainsi la production 

d'IFNα. Celui-ci va amorcer les PNN et augmenter leur efficacité à produire des NETs en réponse 

aux complexes immuns circulants. De plus, les Ag du Soi associés aux NETs (ADN, 

ribonucléoprotéines, histones …) peuvent intensifier la production d'auto-anticorps spécifiques, 

augmentant ainsi le nombre de complexes immuns circulants activateurs de NETose101,110. 

Villanueva et al.111 ont mis en évidence la présence dans la circulation d’une sous population de 

LDGs (décrits précédemment) chez les patients lupiques. Ces cellules sont connues pour exposer 
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de fortes concentrations de matériel antigénique, comme l’ADN double brins et le peptide LL-37 

ainsi que des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-17, qui favorise le développement 

d’autoanticorps ciblant ces composants et qui par la même occasion stimule indirectement la 

génération de NETs. 

De plus, le mécanisme physiologique de dégradation des NETs semble être altéré chez certains 

patients souffrant de lupus, entrainant une augmentation de leur demi-vie dans le sang. Cette 

défaillance proviendrait d’un défaut de production de DNase de type 1 en raison d’une déficience 

génétique, de la présence dans le sang d’auto-Ac anti-NETs les protégeant de l’effet lytique des 

DNases et même de la présence d’inhibiteurs de DNase 196 ( ex :dépôts de C1q sur les NETs). 

En 2013, une étude prospective a mis en évidence une association entre ce défaut de dégradation 

des NETs et une présentation clinique de la pathologie marquée par un tableau de 

glomérulonéphrite lupique sévère112. 

 

b. Polyarthrite rhumatoïde 

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une maladie dégénérative inflammatoire à composante auto-

immune, chronique touchant les articulations distales et qui peut évoluer vers une forme 

disséminée. Dans ce cas également, certains éléments semblent indiquer un rôle sous-jacent des 

NETs dans la physiopathologie de la maladie. 

Les neutrophiles de patients avec PR semblent produire plus de NETs et une plus grande quantité 

de ROS que les sujets sains après stimulation pharmacologique. Le sérum de ces patients présente 

également des concentrations élevées en MPO, et semble être un inducteur puissant de NETs sur 

neutrophiles normaux par rapport aux sérums de sujets sains sans élévation de la concentration en 

MPO. Ces patients expriment également dans leur plasma des auto-Ac dirigés contre des peptides 

citrullinés tels que les histones H398 . Hors la formation d'auto-anticorps contre les antigènes 

protéiques citrullinés (ACPA) est considérée comme un événement-clé dans la pathogénèse de 

cette maladie113. 

 

c. Psoriasis 

Le psoriasis est une maladie inflammatoire cutanée fréquente pouvant être associée à des atteintes 

articulaires sévères où l’IL-17 semble jouer un rôle central. L’afflux important de mastocytes et 

de PNN dans les lésions psoriasiques contribuent à la libération de cette cytokine exprimée sur les 

NETs. Les PNN sont fortement présents dans les lésions cutanées de patients psoriasiques. Bien 

que leur contribution dans la physiopathologie de cette maladie soit peu connue114, une étude a 

montré une co-localisation des PNN et des PDCs dans les lésions psoriasiques, leur interaction est 

connue pour stimuler la voie de l’inflammation de type 1 IFN dépendante. 

De plus, les symptômes de psoriasis semblent exacerbés en cas de déficit en antileucoprotéinase 

(SLPI), enzyme de 12kDA chargée positivement, non glycosylée, possédant des propriétés anti-

protéasiques dirigées en particulier contre les élastases des PNN et connue pour inhiber la 

NETose115.  
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d. Vascularites associées aux ANCA 

Cette catégorie de vascularites à petits vaisseaux regroupe 3 sous entités : Granulomatose avec 

polyangéite (maladie de Wegener), polyangétite microscopique et la granulomateuse 

éosinophilique avec polyangéite (Churg et Strauss). Ces pathologies semblent être caractérisées 

par une prévalence élevée de NETs circulants riches en protéinase-3 (PR3) et myélopéroxydase 

(MPO). 90% des patients avec maladie active, expriment des anticorps anti-cytoplasme des 

polynucléaires neutrophiles (ANCAs) dirigés contre des composants des NETs comme la PR3 et 

la MPO95, suggérant un rôle d’entretien des NETs dans les mécanismes AI de ces vascularites56. 

Des dépôts de NETs ont été mis en évidence dans des lésions cutanées et endothéliales 116,117, des 

thrombis118,119 et Kessenbrock et al.99 a même rapporté une localisation des NETs dans les lésions 

glomérulaires endothéliales et interstitielles retrouvées sur biopsies rénales de patients avec 

vascularites à ANCA. La présence de ces dépôts de NETs dans les lésions caractéristiques de ces 

pathologies semble indiquer un rôle direct de ceux-ci dans leur pathogénèse. 

Il semblerait également que les NETs retrouvés dans ce type de vascularites auraient pour 

principale source la sous-population de LDGs connue pour être spontanément plus enclin à la 

génération de NETs120. Cette observation a été effectuée par l’étude de l’expression d’un panel de 

gènes associés à l’activité des neutrophiles (gènes de la MPO,PR3 (PRTN3)) dans les vascularites 

à ANCA, qui a d’ailleurs montré également une corrélation de cette signature génétique avec 

l’activité de la maladie et la résistance au traitement . 

Les ANCAs agissent également comme inducteurs de NETose. Isolés à partir de sérums de 

patients, ces autoanticorps ont montré qu’ils induisaient une libération de NETs par des PNN in-

vitro, principalement en se liant aux récepteurs-Fc des immunoglobulines et aux protéines 

cytoplasmiques PR3/MPO du PNN121. Cette activation semble dépendante de l’affinité et 

spécificité épitopique des ANCAs, qui semble être supérieure chez les patients souffrant de 

vascularite. 

Un autre élément à prendre en compte est l’altération des mécanismes de clairance des NETs dans 

ces pathologies. Les NETs jouent en effet un rôle de liaison entre l’immunité innée et adaptative 

ce qui est à l’origine de la production des ANCAs. De ce fait il est possible qu’une exposition 

prolongée aux antigènes exposés par les NETs en raison d’une surexpression ou d’un défaut 

d’élimination, soit à l’origine de la persistance de ces anticorps dans le sang. 

 Il a d’ailleurs été démontré que les patients souffrant de vascularites à ANCAs ont également des 

capacités réduites à dégrader les NETs in-vitro122 comme les patients atteints de LED, 

probablement en rapport avec un défaut d’activité des DNases de type 1. 

Récemment, de nouveaux élèments123 nous permettent de repenser le rôle des ANCAs dans ces 

pathologies. Il a en effet été mis en évidence de faibles concentrations de PR3-ANCA et MPO-

ANCA dans la circulation d’individus sains, indiquant que la présence de ces anticorps n’est pas 

une condition sine qua none au développement de la pathologie et que à l’opposé des postulats 

admis, ces anticorps feraient même parti du répertoire naturel des anticorps permettant le maintien 

d’une homeosthasie124. Soderberg et al.125 ont d’ailleurs mis en évidence une corrélation inverse 

entre le taux de PR3-ANCA et de débris de NETs circulant chez des patients en rémission de leur 

pathologie. 
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En accord avec ces suppositions, un double rôle des ANCAs a été suggéré, en plus d’induire la 

génération de NETs, ils pourraient également aider à leur clairance en conditions physiologiques 

(Figure 11), possiblement par l’intermédiaire de l’opsonisation et la formation de complexes 

immuns95.  

 

 

 

 

Jusqu’à présent, l’utilisation des NETs comme biomarqueurs de « monitoring » des vascularites à 

ANCA n’a pas été démontrée, aucune étude longitudinale n’a pour le moment mis en évidence 

une corrélation claire en fonction de l’activité de la maladie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Rôle des NETs dans les vascularites à ANCA et relation 
complexe avec les ANCAs (D’après Söderberg & Segelmark. et al.65) 
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2- NETS et pathologies cancéreuses 

a. Tumorogénèse et NETs 

Au cours des sept dernières années, de plus en plus de données scientifiques émergeantes orientent 

vers une implication des NETs dans la physiopathologie des pathologies néoplasiques. En effet 

plusieurs publications ont mis en évidence une susceptibilité des PNN de modèles murins de LMC, 

cancers pulmonaires et mammaires à générer des NETs, suggérant un rôle de ceux-ci dans le 

développement et les complications thromboemboliques secondaires aux pathologies 

néoplasiques74. 

 Ce rôle bien que multifactoriel est étroitement lié au rôle central des PNN dans le 

microenvironnement tumoral128 des cancers. Les NETs favoriseraient en effet la progression de la 

tumeur primitive129 et le développement de métastases à distance130. Ainsi les cancers vont créer 

un environnement qui prédispose les PNN à libérer des NETs. Parmi les autres facteurs favorisants, 

Structure protéine Méthode Vascularites vs témoins 

Corrélation 

activité 

maladie 

Nucleosome + 

MPO complexes ELISA 

+ (Kessenbrock et al56, 

Soderberg et al125, Surmiak M et 

al126) 

Oui 

ADN+MPO ou 

histones cit 

3 complexes 

ELISA + (Wang et al127) Non 

ADN + histone 

complexes 
ELISA 

+ (Surmiak M et al126) 
non 

ADN picogreen + (Wang et al) non 

mtADN qPCR + (Surmiak MP et al) oui 

 ADN nucléaire qPCR + (Surmiak MP et al) non 

PR3 
ELISA/ 

Luminex 

Surmiak M et al126,Ohlsson et 

al, Henshaw et al,Ohlsson et al, 

Baslund et al 

non 

MPO ELISA 
Ohlsson et al 

 
oui 

HMGB1 Western 

Blot/ELISA 

Bruchfeld et al, Wibisono et al, 

Wang et al oui 

calprotectine ELISA + (Pepper et al) oui 

NE ELISA/Lumi

nex 

+ (Surmiak M et al126, Haubitz et 

al) 
oui 

Tableau 4: Protéines et molécules associées aux NETS dans le sang de patients avec 

vascularite à ANCA (d’après Soderberg et al. Frontiers in immunology 201675) 

(+) : augmentation du taux de biomarqueurs, (ND) : non définit 

 



   

 

48 

 

on retrouve notamment : le sous type de PNN peuplant le microenvironnement131 tumoral, le 

microenvironnement lui-même et enfin le type anatomopathologique du cancer et sa localisation.  

De façon intéressante, le développement d’une neutrophilie sanguine chez des patients atteints de 

cancer est souvent corrélé à un pronostic péjoratif132.  L’exemple de l’adénocarcinome de l’intestin 

grêle est évocateur. Celui-ci s’accompagne systématiquement d’une neutrophilie sanguine avec un 

état d’hypercoagulabilité à risque élevé de complications thromboemboliques ; caractéristiques 

qui ne sont pas retrouvées dans le cancer colorectal133, suggérant un rôle important de ce 

microenvironnement tumoral dans la constitution de la sous population de PNN et leur activité en 

son sein. La condition d’hypercoagulabilité connue dans la plupart des pathologies néoplasiques 

et partiellement induite par les NETs et est aussi très étroitement liée au rôle des NETs dans la 

pathologie cancéreuse. 

La présence d’ADN circulant durant les processus néoplasiques accroit la génération de thrombine 

suite à une activation de la phase contact de la coagulation134. Ce phénomène est d’autant plus 

exacerbé en cas de traitement par chimiothérapie et son implication dans la survenue de 

complications thromboemboliques a été mise en évidence dans des modèles murins. 

Un autre élément favorisant pourrait être la libération de facteurs stimulant la prolifération des 

granulocytes (G-CSF) par les cellules néoplasiques. La concentration de G-CSF est très souvent 

augmentée dans le sang de patients atteints de cancers, et a souvent été associée à un pronostic 

péjoratif135–137 .Ce phénomène engendrerait une augmentation de la concentration des PNN 

circulants et une pré-activation de ceux-ci facilitant ainsi la génération de NETs74. Ce phénomène 

semble amplifié en cas d’association à une faible concentration de lipopolysaccharides bactériens 

(LPS), suggérant une synergie en cas d’association de multiples stimuli inducteurs de NETs se 

surajoutant à un état de « pré-activation » des PNN en cas de cancers74. 

 

b. Implication des NETs dans les métastases à distance 

En plus de participer au développement de la tumeur primitive, les NETs sont aussi impliqués dans 

le phénomène de métastases à distance. Ce mécanisme dépendant des protéases et des molécules 

d’adhérence exprimées par le PNN permet de faciliter l’extravasation des cellules tumorales et 

ainsi la dissémination à distance. 

Un autre mécanisme mis en lumière par Cools-Lartigue et al., est la capacité des NETs à piéger 

les cellules tumorales, qui protégées de l’action des cellules immunitaires anti-cancéreuses, 

favoriserait leur dissémination et adhérence dans des organes distaux du site tumoral primitif. Ce 

mécanisme a été démontré in-vivo et in-vitro130. Ce phénomène semble favorisé par un état de 

sepsis concomitant ou post-opératoire d’une chirurgie de résection tumorale. 

Cependant d’autres données contradictoires semblent indiquer que les NETs pourraient également 

jouer un rôle anti tumoral. Arelaki et al. en 201672 ont montré que in-vitro, les PNN générant des 

NETs et exprimant le FT limitaient la croissance de cellules cancéreuses en culture en induisant 

leur apoptose ou en inhibant leur prolifération. 

 

Ces résultats récents en faveur de l’implication des PNN et des NETs dans la progression tumorale, 

apportent de nouvelles connaissances sur la dichotomie pro et antimorale de ces cellules 

immunitaires et laissent de nombreuses questions en suspens. Une meilleure compréhension du 
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fonctionnement des NETs au cours du processus néoplasique est un champ d’investigation 

nouveau et prometteur qui pourrait conduire à de nouvelles stratégies thérapeutiques dans la lutte 

anti-cancéreuse. 

 

 

 

 

3- NETS et syndromes myéloprolifératifs 

Les syndromes myéloprolifératives (SMP) sont des maladies hématologiques clonales  et  acquises 

de la cellule souche hématopoïétique. Elles sont caractérisées par une hyperproduction non 

contrôlée par la moelle osseuse des cellules d’une ou plusieurs lignées myéloïdes, sans altération 

de maturation de leur part. 

Les quatre principales hémopathies des SMP sont la leucémie myéloïde chronique  (LMC,  excès  

de leucocytes), la polyglobulie primitive ou polyglobulie de Vaquez  (PV,  excès  de  globules  

rouges),  la thrombocytémie essentielle (TE, excès de plaquettes) et la splénomégalie myéloïde ou 

myélofibrose primitive (MFP, fibrose de la moelle osseuse).138 

Les complications thromboemboliques représentent une cause majeure de morbi-mortalité au sein 

des syndromes myéloprolifératifs (SMP), particulièrement dans le cas de la polyglobulie de 

Vaquez (PV) (prévalence estimée entre 12 et 39%) et la thrombocytémie essentielle (TE) 

(prévalence entre 11 et 25%), et quoique moins reconnue dans la myélofibrose primitive (MFP). 

Ces pathologies se caractérisent par la présence d’anomalies acquises  de  certains  gènes, se 

Figure 12: Implication des NETs dans les effets 
systémiques associés à la tumeur (D’après 
Cedervall et al.97) 
A : Sécrétion de G-CSF par la tumeur 

primitive induisant la formation systémique 

de NETs  

B : Les NETs peuvent induire des 

thromboses en agissant comme des 

« pièges » à plaquettes activées 

C : Facilitation des métastases à distances 

par les NETs par séquestration des cellules 

tumorales 

D : Occlusion des vaisseaux périphériques 

par les NETs, entrainant inflammation et 

hypoperfusion distale, conduisant à des 

insuffisances organiques. 
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traduisant par une modification de l’activité des protéines codantes, souvent hyperactive. Les deux 

mutations les plus connues sont la translocation t (9;22)  « chromosome Philadelphie » entrainant 

un néotranscrit BCR/ABL dans la LMC, et la mutation JAK2V617F retrouvée dans les 3 autres 

hémopathies (PV, TE et MP). 

Un âge supérieur à 60 ans, des antécédents de complications thromboemboliques et le statut 

mutationnel JAK2V617F sont des facteurs de risques de thrombose déjà établis et se révèlent utiles 

dans la stratification du risque thromboembolique138 chez les patients SMP (Score IPSET-

Thrombosis)139 

Néanmoins, d’autres facteurs moins connus, comme le phénotype particulier des PNN plus enclin 

à la génération de NETs dans ces pathologies, semblent également être impliqués dans le risque 

thrombotique accru. 

Dans ce cas, différents facteurs semblent favoriser la génération de NETs par les PNN dans ces 

pathologies, tels que : 

- Un état d’activation accru des PNN 

- Interaction PNN-plaquettes augmentée 

- Ambiance cytokinique pro-inflammatoire favorisant la NETose (TNFα et IL-8) 

 

a. Physiopathologie 

La combinaison d’une élévation de la numération et d’un état « d’activation » cellulaire sanguine 

principalement due à une hyperactivation des voies de signalisation intracellulaire associée à une 

interaction accrue entre les cellules sanguines, sont impliquées dans la prédisposition aux 

complications thromboemboliques.140  

Le rôle clé des leucocytes à cet égard et notamment l’état d’activation des PNN dans ces situations 

ont largement été mis en évidence dans de nombreuses études. 

L’activation des PNN principalement mis en évidence par l’expression membranaire du CD11b  

l’exocytose d’enzymes protéolytiques et la formation d’agrégats de PNN/plaquettes, contribuent 

au phénotype pro-coagulant dans les SMP76,141. 

Un état pro-inflammatoire systémique semble coexister avec le clone du SMP, avec présence dans 

la circulation d’un large panel de cytokines pro-inflammatoire pouvant exacerber l’état 

prothrombotique en activant les plaquettes, cellules endothéliales et les leucocytes. 

 

b. Statut JAK2v617F et NETose 

Il semble que le statut mutationnel JAK2V617F soit étroitement lié à la survenu de thrombose 

pulmonaire spontanée, et que ces thromboses soient associées à la formation de NETs , mis en 

évidence par un immunomarquage par Ac anti-H3cit (témoins de la formation de NETs) au sein 

de la thrombose pulmonaire. 

Ces constatations ont été effectuées sur le modèle murin VavCre/Jak2V617F de SMP, exprimant 

de façon hétérozygote la mutation JAK2V617F 142. 

De plus, les PNN isolés du sang périphérique des souris JAK2V617F tendent à générer plus de NETs 

que les souris wt après stimulation par de la ionomycine143. 



   

 

51 

 

Ce phénotype procoagulant semble bien être lié aux caractéristiques intrinsèques des PNN mutés 

JAK2V617F. Ceci a été mis en évidence lors d’une expérience menée par l’équipe de Wolach et 

al.143 lors de laquelle des cellules c-Kit/CD117 + issues de lignées murine JAK2V617F ont été isolées 

puis transplantées chez des souris receveuses wt préalablement irradiées. 

Les souris transplantées développèrent un phénotype de SMP avec une élévation de l’hématocrite 

(Hte) et une splénomégalie, et semblèrent également plus susceptibles à former des thromboses143, 

attestées par les constations suivantes : 

- Développement de thrombose après 2h de ligation partielle de la VCI vs pas de thrombose 

de la part des souris JAK2wt 

- Augmentation des concentrations sériques en ADN double brins (dsDNA) marqueur 

d’activité de NETose chez les souris JAK2v617F vs JAK2wt 

- Immunomarquage anti H3-cit plus élevé dans les thrombis des souris JAK2V617F vs 

JAK2wt 

 

La plupart de ces effets semblent être réversibles après traitement par Ruxolitinib (inhibiteur 

sélectif des Janus kinases (JAK) JAK1 et JAK2 et de la signalisation JAK/STAT). De même, un 

traitement par désoxyribonucléase (DNase) connu pour perturber la formation de NETs53,75, 

semble montrer une réduction du taux de thrombose chez les souris JAK2v617F. 

Il n’est pas retrouvé de différence de production de ROS et d’expression de CD11b entre les 

lignées JAK2v617F et JAK2wt à l’état basal et après stimulation par de la ionomycine. 

L’enzyme PAD4, intervient à l’étape cruciale de la décondensation de la chromatine, qui constitue 

une des étapes critique de l’initiation de la formation des NETs. Celle-ci se retrouve hyperexprimée 

dans les neutrophiles de patients mutés JAK2V617F par rapport à des témoins normaux, attestant du 

processus excessif de NETose en cours chez ces patients144. 

 

c. Dérivés réactifs de l’oxygène et neutrophiles de SMP 

La production excessive de ROS et le stress oxydatif ont été mis en évidence dans la pathogénèse 

des SMP145. Oyarzún et al140 ont mis en évidence une expression de ROS en CMF supérieure chez 

les patients SMP par rapport aux témoins normaux. Cette différence ne concernait pas uniquement 

les patients au statut JAK2V617F+ mais également les patients CALR+, et n’était pas 

proportionnellement lié à un hypermétabolisme secondaire à un état d’hyperleucocytose, 

thrombocytose ou polyglobulie. Cependant cette expression excessive n’était pas uniformément 

associée à un phénomène de NETose spontanée in-vitro. Ces observations pourraient corroborer 

l’hypothèse selon laquelle la production de ROS est certes essentielle à la formation des NETs, 

mais ne se suffit pas à elle-même25, et agit en synergie avec d’autres voies de stimulation. 
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4- NETS et pathologies thrombo-emboliques 

a. Généralités 

La morbi-mortalité des maladies thromboemboliques veineuses et artérielles (MTV-MTVA) n’a 

pas substantiellement changé au cours des vingt dernières années, et ce malgré l’arrivée sur le 

marché de nouvelles molécules anticoagulantes et la mise en place de stratégies prophylactiques. 

Celles-ci, sont sur des bases épidémiologiques très souvent associées avec des maladies 

inflammatoires telles que les infections, maladies auto-immunes (MAI) et cancers. 

 

Les principaux facteurs de risques des thromboses sont grossièrement résumés dans la fameuse 

triade de Virshow, les regroupant selon leur incidence sur : 

- les anomalies de flux entrainant une stase  

- un état d’hypercoagulabilité 

- anomalies de la barrière endothéliale 

 

 

Depuis de nombreuses années le rôle des PNN dans le processus physiopathologique de la 

thrombose a longtemps été débattu et a longtemps demeuré source de controverse scientifique. 

Cependant, de nombreux éléments laissaient à penser un lien entre la survenue de thrombose et un 

état d’activation des neutrophiles. 

En 2010, l’équipe de Connolly GC et al. montre clairement une relation entre un risque élevé de 

TVP, la survenue d’un décès et une élévation de la numération granulocytaire chez des patients 

atteints de cancer sous chimiothérapie146. 

Les PNN sont les cellules inflammatoires les plus majoritairement retrouvées dans les modèles 

animaux récents d’étude des mécanismes thromboemboliques, soulignant leur importance dans ce 

phénomène53,75. D’autres données initialement polémiques, suggèrent une production de FT, un 

initiateur connu de la coagulation à l’état physiologique par les PNN eux-mêmes. 

THROMBOSIS 

Anomalies du 
flux 

Hypercoagulabilité 

Anomalies de la barrière 
endothéliale 

THROMBOSE 

Figure 13: Triade de Virchow (Inserm U1034 – Université de Bordeaux-  Séminaire- 13 Juin 2017) 
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Aujourd’hui, avec les récentes découvertes sur les fonctions « alternatives » du PNN notamment 

ceux en lien avec la génération de NETs, leur implication se précise davantage et permet d’éclaircir 

leur rôle d’interface dans les interactions cellulaires les impliquant au cours de l’hémostase, des 

processus thromboemboliques et de surcroit dans des contextes inflammatoires. 

Une des interactions cellulaires les plus importantes dans ce mécanisme concerne les interactions 

PNN/plaquettes. En effet si l’activation plaquettaire favorise la production de NETs, ces derniers 

et leurs constituants activent également de façon réciproque les plaquettes. 

L’implication des NETs dans la physiopathologie des thromboses veineuses et artérielles, a été 

démontré dans de nombreux modèles animaux de thromboses expérimentales38,75, et confirmé 

secondairement chez des humains dans des cas de pathologies thromboemboliques veineuses et 

coronaropathies147,148. 

 

b. Physiopathologie 

L’activité pro-thrombotique des NETs est due à leurs effets sur l’activation des différentes phases 

de l’hémostase et ce selon plusieurs mécanismes. 

 De plus, en raison du rôle de « matrice » qu’ils fournissent, adaptée au développement de caillot 

sanguin et permettant de piéger des globules rouges, plaquettes, et facteurs von Willebrand (vWF), 

ils peuvent induire une forte réponse pro-coagulante principalement issue de l’activation de la 

phase contact de la coagulation, tout en favorisant l’activité du facteur tissulaire (FT) 

collatéralement au clivage médié par l’élastase des voies d’inhibition du facteur tissulaire 53,149. 

 

 

b1. Hémostase primaire 

In vitro, les NETs sont capables de capter les plaquettes en condition de flux et de les activer, ce 

qui provoque une modification morphologique des plaquettes (compatible avec leur activation), 

l’émission de filopodes, et leur agrégation dans le milieu.  

Parmi les composants des NETs impliqués, les histones (principalement H4) semblent jouer un 

rôle majeur. En effet plusieurs observations leur attribuent des fonctions multiples dans l’initiation 

de l’agrégation des plaquettes53,150151. 

- Purifiées, elles se fixent sur les plaquettes lavées et favorisent l’étalement plaquettaire et induisent 

une agrégation in vitro.  

- Elles favorisent également l’expression de la P-sélectine et l’exposition de phospholipides 

procoagulants (ex : phosphatidylsérine PS) à la surface plaquettaire. 

- Elles parviennent à se lier au domaine A1 du FvW, principal site de liaison à la glycoprotéine Ib 

(GpIb) plaquettaire, à activer le récepteur, et à favoriser la sécrétion de FvW par la plaquette alors 

activée. 

Toutes ces actions pro-thrombotiques des NETs, semblent impliquer les récepteurs Toll-like 

(TLR) 2 et 4152. Les récepteurs activés par des protéases (PAR, pour protease activated receptor) 

contribuent également à l’activation plaquettaire induite par les histones H3 et H4152. 
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En tout, les NETs lient des protéines plasmatiques et matricielles (vWF, fironectine ou le 

fibrinogène) impliquées dans l’adhésion et l’agrégation plaquettaire, tout en favorisant leurs 

interactions avec les plaquettes.  

 

b2. Coagulation  

Tandis que l’agrégation plaquettaire permet d’obtenir une hémostase provisoire au niveau du site 

de saignement, la coagulation assure par la suite de maintenir un caillot stable permettant une 

cicatrisation adéquate. La coagulation est une cascade contrôlée de réactions enzymatiques 

aboutissant à la génération de thrombine, enzyme clé qui permet la fibrinoformation, produit final 

de la cascade de coagulation nécessaire à l’arrêt du saignements19.  

 

Deux voies sont classiquement décrites pour initier cette cascade : 

1- Une voie « extrinsèque » initiée par la libération du facteur tissulaire (FT) et le complexe qu’il 

forme avec le FVIIa, essentielle à l’hémostase physiologique. 

2- L’autre voie dite « intrinsèque », initiée par les facteurs de la phase contact, notamment le FXII, 

et jouant un rôle dans la physiopathologie de certaines thromboses. 

 

Les NETs semblent en effet stimuler les voies extrinsèques et intrinsèques de la coagulation. 

L’association du FT avec des NETs induirait la génération de thrombine et ainsi la formation d’un 

caillot de fibrine sur les sites riches en PNN. Cette thrombine active conduirait en retour à une 

rétro-activation des plaquettes153. 

La fibrine, produit final de la coagulation est majoritairement représentée dans les caillots des 

thromboses veineuses. In vitro, il a été montré que les NETs pouvaient stimuler la formation et le 

dépôt de fibrine, et l’analyse à microscopie à fluorescence des formations thrombotiques, montre 

une colocalisation des dépôts de fibrines et des NETs au sein des caillots53,54,154. 

De même, les NETs peuvent se lier au FXII et stimuler la formation de fibrine via la voie 

intrinsèque de la coagulation54. 

Outre l’action directe des NETs dans le processus de coagulation, certains éléments composants 

les NETs pourraient promouvoir indirectement cet état pro-coagulant, tels que l’ADN et les 

histones155. En effet les acides nucléiques sont connus pour stimuler l’activité sérine protéase 

enzymatique, activité des principales enzymes de la voie de la coagulation.  

De même les histones, agissent indirectement sur la stimulation de la coagulation : 

- Soit via l’activation plaquettaire, entrainant la libération de polyphosphates pro-coagulants des 

granulations plaquettaires152,156. 

- Soit en interagissant avec la thrombomoduline et la protéine C et inhibant leurs actions 

conjointes155.  

En conséquence, il a été démontré in-vitro que la concentration d’histones dans le plasma est 

proportionnelle à l’importance de la génération de thrombine. 
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b3. Systèmes inhibiteurs de la coagulation et fibrinolyse 

Le TFPI (Tissue factor pathway inhibitor) est un puissant inhibiteur de sérine protéases doté d’une 

puissante activité régulatrice de l’initiation (extrinsèque) de la génération de thrombine, 

principalement en inhibant les complexes FT/FVIIa. 

Un des composants essentiels des NETs, l’élastase neutrophile (NE) est connue pour cliver 

rapidement le TFPI au niveau d’un site protéique particulier (domaine I et II de Künitz), 

aboutissant à une perte de son activité inhibitrice. De même, la cathepsine G exerce une action 

similaire, mais de moindre intensité. 

Par ailleurs, les NETs agissent également sur un autre système inhibiteur de la coagulation, le 

système protéine C/protéine S. L’interaction serait principalement due à l’interaction des histones 

composant les NETs à la protéine C et à la thrombomoduline (TM), principaux éléments du 

système de « thrombomodulation », entrainant une réduction de l’activation régulatrice de la 

protéine C par le complexe TM/thrombine, ce qui amplifie la génération de thrombine155. 

 

La fibrinolyse semble également impactée par la présence excessive de NETs. Des tests simples 

ont montré que des NETs générés in-vitro allongeaient le temps de lyse du caillot par le t-PA. Une 

analyse microscopique a révélé un caillot dont la structure mettait en évidence des fibres de fibrine 

beaucoup plus épaisses que la normale et plus résistante aux forces de cisaillement157, qui après 

déplétion du caillot en fibrine mettait en évidence un agrégat de plaquettes et GR étroitement liés 

par un maillage d’ADN extracellulaire en réseau correspondant aux NETs158. Les complexes 

ADN/histones permettent de stabiliser le caillot en établissant des interactions fortes avec les 

produits de dégradation de la fibrine157, entrainant une résistance à la lyse dans les phases tardives. 

 

b4. NETs et endothélium vasculaire  

L’activation de l’endothélium et la libération du contenu des corps de Weibel-Palade (cWP) 

endothéliaux jouent un rôle crucial dans l’initiation de la TV. 

Des expériences in-vitro ont démontré qu’une co-culture de cellules endothéliales activées et de 

granulocytes tend à favoriser la génération de NETs par ces derniers159. Un des facteurs essentiels 

de cette activation semble être l’interaction des histones libérées lors de la NETose avec les 

phospholipides membranaires endothéliaux. Cette liaison entraine la formation de pores 

membranaires, avec influx d’ions, entrainant l’augmentation de la concentration intracellulaire en 

calcium (Ca2+) et ainsi l’activation des cellules endothéliales avec libération des cWP favorisant 

ainsi le processus thrombotique local notamment par augmentation plasmatique des taux de FvW. 

Ces données ont été mises en évidence et décrites dans le modèle murin de TVP75.  

L’activation des cellules endothéliales est d’ailleurs connue pour survenir lors de conditions de 

stase ou de perturbation de la circulation sanguine pouvant promouvoir la coagulation extrinsèque 

dépendante du facteur FT5. 
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c. Le concept d’immunothrombose  

Toutes les explorations et découvertes réalisées ces dernières années sur la NETose et son 

implication dans la pathogénèse de nombreuses maladies, ont révélé l’étroite collaboration existant 

entre le système immunitaire et des acteurs du mécanisme de la thrombose. 

 

L’interaction de ces deux processus physiopathologiques a fait émerger le concept  

d’immunothrombose160. 

L’immunothrombose désigne les mécanismes de l’immunité innée aboutissant à la formation de 

thrombi dans l’arbre vasculaire, plus particulièrement dans les microvaisseaux, dans lesquels de 

nombreux acteurs du système immunitaire inné (PNN, monocytes, système du complément) et 

hémostatique (plaquettes, cellules endothéliales, molécules de la coagulation) interviennent. Elle 

permet la génération intravasculaire d’un réseau de microthrombi facilitant la capture, la 

Figure 14: Schéma synthétique de l’implication des NETs en hémostase. (D’après Vayne C. Nguyen P, Pièges 
extracellulaires des neutrophiles, hémostase et thomboses16) 
ADN : acide désoxyribo nucléique, AT : antithrombine, cath G : cathepsine G, Fg : fibrinogène, FT : facteur tissulaire, 
FW : Facteur Willebrand, GR globules rouges, MP : microparticule, MPO : myeloperoxydase, NE : élastase neutrophile, 
PC : protéine C, PCa : protéine C activée, PNN : polynucléaire neutrophile, PDF : produits de dégradation de la fibrine 
et du fibrinogène, PHPB : plasma hyaluronan binding protein, PS : proteine S, PSa : proteine S activee, PAI : 
plasminogen activator inhibitor, plg : plasminogène, pln : plasmine, plq : plaquette, P-sel : P-selectine, PR3 : protéinase 
3, TFPI : tissue factor pathway inhibitor, TM : thrombomoduline, t-PA : activateur tissulaire du plasminogène 
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reconnaissance puis la destruction de pathogènes et ainsi d’endiguer leur dissémination tout en 

limitant les effets collatéraux sur l’organisme. 

Cette fonction est étroitement liée à la génération de NETs par les PNN en intravasculaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15: Concepts de bases de l'immunothrombose (d’après Engelmann et al. Nature 2013132) 

1- Les cellules de l’immunité innée parviennent à activer des voies de signalisation prothrombotiques 

opérationnelles dans des vaisseaux sains, en réponse à la présence de PAMPs et DAMPs, entrainant l’extériorisation 

de FT activé sur le site de l’exposition au pathogène, entraînant l’initiation de la voie extrinsèque de la coagulation. 

Les NETs constituent une armature composée d’ADN et d’histones, agissant comme support de 

l’immunothrombose  au travers de nombreuses voies de signalisation. Ces nombreuses voies comprennent une 

activation via le FXII contact, le vWF  et les histones H3 et H4 entraînant le recrutement et l’activation plaquettaire, 

et enfin par l’exposition  de la NE et MPO entrainant l’oxydation et le clivage de protéines anticoagulante comme la 

TFPI et thombomoduline. Les plaquettes jouent un rôle important de support dans l’immunothrombose. Parmi ces 

rôles, l’activation du FXII de la phase contact de la coagulation, ou en synergie avec les cellules endothéliales via la 

sécrétion de PDI participant à la génération de fibrine. Le système du complément intervient aussi dans le 

mécanisme d’immunothombose en stimulant l’activation plaquettaire via les PRR. 

2- L’immunothrombose et ces composantes centrales fournissent l'ensemble de la stratégie de défense cruciale y 

compris la reconnaissance du pathogène, l’endiguement de sa propagation et invasion tissulaire et enfin  sa 

destruction. Elle permet également la mise en jeu du système immunitaire adaptatif avec l’implication d’une 

mémoire immunitaire. 
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En conclusion, la div 

ersité des pathologies associées à la présence de NETs font émerger l’idée d’une nécessité de 

développer une méthode fiable permettant leur mise en évidence et leur quantification chez 

l’individu. 

 

 

 

 

 

D- Mise en évidence des NETs, état des lieux des pratiques  

 

L’étude de la NETose en physiopathologie humaine ou animale est assez délicate, en témoigne 

l’hétérogénéité des techniques utilisées dans la littérature permettant de les mettre en évidence et 

l’absence de GOLD standard clairement établi. 

(cf Tableau 13: Hétérogénéité des techniques utilisées pour la détection des NETs) 

 

1- Microscopie à fluorescence « GOLD standard » 

Historiquement, la plupart des études sur les NETs étaient basées sur des techniques d’analyse 

morphologique et de quantification ex-vivo principalement par microscopie. 

Ces méthodes requièrent une étape d’isolement des PNN avec étalement sur chambres de culture 

sur lame et lamelle. Ensuite, une étape d’immunomarquage dirigée contre des composants des 

NETs tels que les histones (histones H3 citrullinées), la MPO, la NE ou la protéinase 3 (PR3)56,161 

Figure 16: Vue d'ensemble de l'implication de la NETose dans quelques pathologies non infectieuses (d’après 

Jorch et Kubes - 2017 - An emerging role for neutrophil extracellular trap28) 

 



   

 

59 

 

par des anticorps conjugués à un fluorochrome. Souvent ils sont associés à un marquage par un 

intercalant de l’ADN type Hoechst ou SYTOX Green, permettant de mettre en évidence une co-

localisation des protéines dérivées des neutrophiles et de l’ADN extracellulaire suggérant la 

présence de NETs. Le tout est analysé par microscopie à fluorescence et une quantification est 

réalisée par un logiciel d’analyse digitale ou manuellement. 

Largement plébiscitée, l’immunofluorescence permet une visualisation directe des NETs et 

constitue souvent une technique complémentaire de vérification d’autres techniques 

expérimentales dans les études, permettant d’attester leur validité.  

Pour autant, cette technique est longue, nécessite une bonne expertise, et déplore surtout un 

manque d’objectivité pour les critères de positivité. De plus, elle s’avère peu adaptée à la 

quantification. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2- Recherche de biomarqueurs circulants de NETs 

Des études de différents biomarqueurs circulant de NETose dans le plasma ou sérum ont également 

été réalisées comme substitut à la méthode de référence. Plusieurs études ont montré la présence 

de « reliquats de NETs » circulants dans le sang56,161 pouvant servir de biomarqueurs. Ces 

méthodes tendent à s’imposer actuellement dans la plupart des publications traitant de ce sujet. 

 

a. Méthodologie 

Ces méthodes comprenaient principalement : 

- Une quantification d’ADN circulant par technique fluorométrique par des intercalants 

d’ADN type PicoGreen®  

- Une quantification d’ADN circulant par PCR en temps réel162. 

Figure 17: Visualisation de NETs en microscopie à fluorescence 
(A) Utilisation  d’Ac dirigié contre les complexes du nucléosome H2A et H2B 
(noter le marquage plus intense sur ADN décondensé) 
(B)  Marquage par intercalent de l’ADN type Hoechst 
(C)  Marquage granulaire de la NE 
(D) Fusion des images  
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Bien que faciles à mettre en place, peu coûteuses ces techniques manquent de spécificité. En effet, 

la présence d’ADN circulant peut survenir au cours d’autres mécanismes que la NETose (apoptose 

cellulaire, syndrome de lyse, cancers etc...) 

- Un immunodosage de composants circulants des NETs par technique ELISA (anti-MPO, 

nucléosomes circulants, histone H3 citrullinés, MPO, NE). 

- Une méthode plus spécifique fait appel à un comarquage de l’ADN extracellulaire par des 

agents intercalant (Hoechst, SYTOX Green, iodure de propidium) et de protéines 

granulaires (NE ou MPO) sous forme de complexes type ADN/PAD4 ou MPO/ADN.  

 

 

b. Exemples d’études 

Ma et al.163 ont rapporté que les sérums des patients atteints de vascularite à ANCA mettaient en 

évidence des taux élevés d’ADN circulant, biomarqueurs de NETose. D’autres équipes ont depuis 

rapporté les mêmes observations en utilisant des techniques plus spécifiques de comarque 

MPO/ADN dans des cas de vascularites à ANCA56,125 également mais aussi de diabète de T2164. 

Oyarzún et al.140 ont tenté de mettre en évidence des bio-marqueurs associés à la présence de NETs 

pouvant s’avérer utiles pour prédire la survenue des complications thromboemboliques chez des 

patients connus pour des SMP type PV, TE et MFP. La quantification de la formation des NETs 

était principalement réalisée par : 

- Microscopie à fluorescence sur PNN isolés  

- Dosage fluorométrique d’ADN de PNN libre dans le surnageant par SYBR Gold®. 

- Dosage de nucléosomes et de complexes histone-MPO circulant par ELISA 

 

Ils ont constaté qu’en réponse à des signaux pro-inflammatoires, les PNN de patients SMP 

généraient moins de NETs que les PNN de contrôle. Ces observations ont été attestées par la 

quantification d’ADN circulant dans le surnageant par fluorométrie et par microscopie à 

fluorescence. Il semble donc exister un « défaut » dans la génération de NETs, principalement 

lorsque ceux-ci sont excessivement stimulés par des inducteurs puissants (ex: PMA). 

Mais d’un autre côté, aucune corrélation n’a été établie entre les niveaux élevés de nucléosomes 

chez les patients SMP (par rapport au groupe contrôle) et la présence de complexes circulant 

histone/MPO dans la plupart des échantillons de plasma des patients SMP.  

 

c. Conclusions 

Ces techniques ELISA sont méthodologiquement objectives et mieux adaptées à la quantification 

des NETs, mais requièrent souvent une standardisation par étalonnage. 

Bien que très largement plébiscitées dans les études actuelles monitorant le phénomène de NETose 

dans les pathologies, ces techniques mettent en évidence des marqueurs indirects de NETose en 

quantifiant les reliquats de NETs circulant, ce qui ne reflète pas toujours la formation de NETs in-

vivo, car ceux-ci peuvent être influencés par des paramètres impactant leur clairance sanguine 

comme un défaut d’excrétion, une variation interindividuelle de leur catabolisme par les DNAses 

circulantes etc. 
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3- Cytométrie en flux appliquée à la quantification des NETs 

Plus récemment, des techniques de détection et de quantifications directes de NETs liées aux PNN 

ont été mises au point par cytométrie en flux (CMF) sur des modèles murins et sur des échantillons 

limités de patients165,166.  

 

Les équipes de Gavillet et al.165 , Lee et al. 2018167  ont mis au point des techniques de détection 

de NETs « appendus » aux PNN par des protocoles simples de cytométrie en flux (CMF). 

Classiquement ils ont utilisé un système de double marquage  (ex : MPO, histones H3 citrullinés) 

pour mettre en évidence la présence de NETs à la surface des PNN. 

Masuda et al. 2017166 ont pour leur part préféré utiliser des marqueurs moins spécifiques, en 

utilisant des intercalants d’ADN (ex :SYTOX® Green), expliquant vouloir palier au risque de 

passer à côté de détection de NETs qui ne seraient pas classiquement citrullinés, en rapport avec 

une signalisation PAD-4 indépendante. 

 

D’autres équipes dont celle de Zhao et al.50 ont développé quant à elles une technique d’imagerie 

par cytométrie en flux multispectrale (MIFC) complexe, basée sur l’étude de modifications 

morphologiques des PNN (notamment la globulisation du noyau) en cas d’émissions de NETs, et 

l’impact de cette modification sur des paramètres cytométriques comme l’intensité du side-scatter 

(SS) et la densité de répartition du MPO dans la cellule. 

Cette technique combine les caractéristiques d’une visualisation directe par microscopie à 

fluorescence et paramétriques de la cytométrie en flux en fournissant un large échantillonnage 

d’images des cellules en suspension. Cette technique prometteuse très sensible et spécifique doit 

faire l’objet d’étude plus poussée. 

Cette technique pourrait être une alternative permettant une quantification plus rapide des NETs165.  
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 Caractéristiques et Objectifs de l’étude 
 

A- Généralités et caractéristiques de l’étude 

 

La revue bibliographique effectuée en amont de cette étude ainsi que l’état actuel de nos 

connaissances nous laissent présager de l’intérêt que pourrait avoir la mise au point d’une 

technique expérimentale, potentiellement validable pour une utilisation à visée diagnostique, 

permettant de pouvoir détecter et quantifier avec une technique peu coûteuse le phénomène de 

NETose sur sang total chez des patients à risque. Une de ces catégories concerne les patients 

atteints de néoplasies  myéloprolifératives présentant un risque thrombotique accru. 

 Les connaissances actuelles sur la physiopathologie de la thrombose artérielle et/ou veineuse ne 

sont pas toutes comprises comme nous l’avons vu ci-dessus, et de nombreux cas (environ 50% 

pour les thromboses veineuses) demeurent incomplètement élucidés avec un événement 

déclencheur manquant. 

De plus, au regard de la spécificité et des compétences biologiques du service d’hématologie et 

des services cliniques de médecine internes du CHU de Bordeaux ainsi que des thématiques de 

recherche auxquelles ces équipes sont rattachées, la sous population des patients à risques 

thrombotiques souffrant de néoplasies myéloprolifératives nous semblait pertinente à étudier. 

 

 

B- Objectifs de l’étude  

 

- L’objectif principal de cette étude et thèse est la mise au point d’une technique de recherche 

et de quantification de marqueurs de NETs en cytométrie en flux sur sang total et de 

comparer les résultats obtenus avec une autre technique expérimentale de dosage par 

ELISA de complexes circulants MPO-ADN plasmatique. 

 

- Les objectifs secondaires, sont de valider cette méthode de quantification sur un échantillon 

de patients SMP avec mise en évidence d’une différence significative de marquage 

cytométrique de NETs dans le cadre d’une étude comparative témoins vs patients. 
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 Matériel et Méthodes 
 

A- Sélection des témoins, contrôles de stimulation et population d’étude 

1- Témoins et contrôles 

La population témoin ayant servi à la mise au point de la technique et à établir les seuils de 

normalité en cytométrie en flux était composée d’adultes volontaires recrutés parmi le 

personnel du laboratoire n’ayant aucun antécédent connu de maladie auto-immune, de 

néoplasie ou de thrombose. 

- Au total, 22 échantillons témoins ont été analysés dans cette étude, parmi lesquels 6 ont 

fait l’objet d’une étude supplémentaire en tant que contrôle de stimulation de NETose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2- Population de patients  

La population de patients testée pour l’objectif secondaire de l’étude, était définie par un 

échantillon de patients adultes atteints de syndrome myéloprolifératif (SMP) type polyglobulie de 

Vaquez (PV), thrombocytémie essentielle (TE), myélofibrose primitive (PMF) selon les critères 

2016 de l’OMS168, suivis au long cours, en surveillance clinico-biologique simple ou traités par 

antiagrégants plaquettaires type aspirine et/ou agents cytoréducteurs type hydroxyurée 

(HYDREA) ou biothérapie ciblée par ruxolitinib (JAKAVI®). 

Certains de ces patients ont des antériorités de pathologies thromboemboliques inaugurales de leur 

diagnostic de SMP ou au cours de leur suivi. 

 

 

 

 

 

 

 

Nombre de témoins 22 

Sexe ratio 1 

Moyenne âge 32.5 ans 

Caractéristiques biologiques 

GB 5.7 G/L 

PNN (%GB) 3.26 G/L- 56% 

Hb 14 g/dL 

Plq 228 G/L 

CRP 2 mg/dL 

Tableau 5: Caractéristiques démographiques et biologiques de 
l’échantillon de témoins 
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Un consentement a été recueilli auprès de chaque témoin et patient avant le prélèvement sanguin. 

 

 

 

B- Dosage comparatif des complexes MPO-ADN plasmatique en ELISA: biomarqueurs des 

NETs 

 

Dans l’optique de notre objectif principal et de la mise en point de la technique, il nous est paru 

nécessaire de comparer les résultats obtenus par notre technique en CMF à une autre technique de 

méthodologie différente. Le dosage de biomarqueurs circulant de NETose nous paraissait 

approprié dans ce contexte en raison de la possibilité de quantification qu’offre la technique. 

Malheureusement il n’existe pas de kit commercial disponible.  

Une technique de dosage des complexes MPO-ADN plasmatiques a été mise au point dans le cadre 

du mémoire de Master 2 de Mme Laure Deloison en 2010. Modifiée et améliorée par le Dr 

Colomer, elle est actuellement utilisée au sein de l’unité INSERM 1034 pour le dosage des 

marqueurs de NETs dans le cadre de projets de recherche et nous paraissait appropriée pour cette 

étude comparative. 

Cette technique encore expérimentale, est également étudiée par plusieurs équipes de recherche 

traitant sur le sujet des NETs. Néanmoins, sa mise au point avancée nous permet de la considérer 

actuellement comme un « gold standard » assurant une quantification plus objective des NETs par 

rapport à la technique historique. 

 

 

 

 

 

  TE PV MFP Total 

Nombre de patients 17 2 2 21 

Age (années) 53 ans 41,5 ans 72,5 ans   

femmes, n(%) 8 (40%) 2 (10%) 2 (10%) 12 

JAK2 V617F n(%) 12 (60%) 2 (10%) 2 (10%) 16 

CALR n (%) 3 (15%) 0 (0%) 0 (0%) 3 

triple nég n (%) 1 (5%) 0 (0%) 0 (0%) 1 

TT cytoréducteur (%) 8 (40%) 2 (10%) 1 (5%) 11 

Aspirine (%) 14 (70%) 0 (0%) 0 (0%) 14 

Complication thrombotique 
inaugurale n (%) 

7 (35%) 2 (10%) 2 (10%) 11 

Tableau 6: Résumé des caractéristiques démographiques et biologiques de la population 
de patients 
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Caractéristiques de la technique : 

 

Cette technique ELISA double sandwich pour détecter les complexes MPO-ADN dans le plasma, 

qui est obtenu à partir d’un tube citraté ou EDTA ; le principe étant de capturer ces complexes 

circulants grâce à deux anticorps, l’un reconnaissant la MPO et l’autre l’ADN.  

 

- 5 µg/mL d’anticorps anti-MPO (AbD Serotec, Mouse anti Human myeloperoxidase Cat-No. 

0400-0002) ont été coatés sur une plaque de 96 puits de haute affinité (Costar) pendant une 

nuit à 4°C. La plaque est lavée trois fois avec un tampon de lavage (DuoSet ELISA Ancillary 

Kit, Bio-Techne, Cat. No : DY008) puis les puits sont saturés pendant une heure sous une 

agitation de 300 RPM (Heidolph Unimax 2010) à température ambiante (TA) avec 200 µL de 

tampon de blocage fourni par ce même kit.  

- Après trois lavages, 40 µl de plasma sont mis à incuber avec 60 µl de solution de blocage 

pendant 2 heures à TA à 300 RPM. Chaque puits est de nouveau lavé 3 fois et incubé avec 100 

µL d’anticorps secondaire anti-ADN couplé à la peroxydase (Cell Death Detection ELISA 

Plus, Roche, Cat. No : 11774425001) dilué au 1/20 selon les recommandations du fournisseur. 

-  Après 2 heures à 300 RPM et un triple lavage, 100 µL de TMB (Tétraméthyl-benzidine, issu 

du kit DuoSet) substrat de la peroxydase sont ajoutés sous une agitation de 300 RPM, dans 

l’obscurité. Le TMB, incolore, donne après action de la peroxydase un composé 

chromogénique bleu. La réaction est stoppée après 15 minutes par l’ajout de 100 µL d’acide 

sulfurique 2N (kit DuoSet) qui entraînent un virage jaune immédiat. 

-  L’absorbance est mesurée à 405 nm (au maximum du signal) et à 490 nm (correspondant au 

bruit de fond) par un spectrophotomètre (InfiniteM200 Pro Tecan). L’absorbance corrigée est 

obtenue en soustrayant A490nm à A405nm. 

 

 Tous les échantillons sont passés « en duplicate » (en double). Un blanc a été réalisé à chaque 

manipulation en substituant le plasma par du tampon de blocage. Une suspension riche en ADN 

préparée lors de tests de quantification d’ADN a servi de contrôle positif lors de la mise au point 

de la technique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18:Principe de la détection de complexes MPO-
ADN  par technique ELISA 
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C- Mise au point de la technique en cytométrie en flux 

 

1- Principe de cytométrie en flux 

a. Généralités 

La cytométrie en flux (cyto: cellule ; métrie: mesure) est une technologie permettant la mesure 

objective, quantitative et l’exploitation informatique de multitudes de données obtenues à partir 

de cellules en suspension dans un liquide alors qu’elles défilent une à une, à grande vitesse, devant 

une ou plusieurs sources lumineuses d’excitation.  

 

Cette technique présente de nombreux avantages dans l’analyse cellulaire : 

- La possibilité de mesurer individuellement et simultanément plusieurs paramètres (taille, 

granulosité, émission de fluorescences) sur chaque élément en suspension au sein d’une 

population hétérogène.  

- La rapidité (104 cellules par seconde) et la sensibilité d’analyse (100 déterminants antigéniques 

par cellule), permettent de caractériser des sous-populations inaccessibles par les autres 

techniques classiques. 

- La possibilité de séparer physiquement chaque élément analysé selon les propriétés mesurées, 

pour certains types de cytomètres. (tri cellulaire) 

 

Aujourd’hui, des cytomètres en flux de routine comme le Navios® effectuent l’analyse de 12 

paramètres simultanément au maximum, soit 10 signaux de fluorescence, et leur utilisation 

augmente de manière exponentielle, à la fois dans le diagnostic des maladies et la recherche 

fondamentale. 

Cette rapidité, sensibilité et puissance d’analyse permettent de caractériser des sous-populations 

cellulaires inaccessibles par les autres techniques. 

Le fonctionnement d’un cytomètre en flux est basé sur la combinaison de trois systèmes : 

- La fluidique : Permet la distribution de l’échantillon (introduction et canalisation des cellules 

vers la zone d’analyse) 

- L’optique : de la source d’émission à la récupération des signaux lumineux ; 

- L’électronique : conversion des signaux optiques en signaux électriques proportionnels, puis 

l’informatique pour les numériser pour en permettre l’analyse sur ordinateur. 

 

b. Les systèmes fonctionnels d’un cytomètre 

b1. La Fluidique 

Le système de distribution de l’échantillon consiste en un système de fluide sous pression, qui a 

pour but de diriger l’échantillon (cellules/particules), dans un flux et un courant soigneusement 

contrôlés (système de centrage hydrodynamique), qui coupent un faisceau étroit de lumière. Pour 

une mesure optimale, les cellules doivent défiler à l’unité et de manière centrée devant le faisceau 

laser. Cela est basé sur les principes relatifs du flux laminaire : la suspension cellulaire est injectée 
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dans le flux de liquide de gaine auquel elle ne va pas se mélanger et rester coaxiale. Le flux du 

liquide de gaine, de vitesse constante, et l’emploi d’une buse de faible diamètre vont accélérer les 

particules et les forcer à s’aligner sur le centre du flux liquidien : on arrive ainsi à faire défiler les 

cellules une par une devant le faisceau, on parle de focalisation hydrodynamique169,170.  

 

b2. L’Optique 

Le système optique implique une source lumineuse qui est souvent composée d’un ou de plusieurs 

lasers. 

Le système optique intervient à deux niveaux : l’excitation et l’émission. 

 

L’optique d’excitation : 

L’optique d’excitation comprend un laser et des lentilles qui vont focaliser le faisceau laser. Les 

lasers présentent un grand nombre d’avantages : monochromie, puissance, stabilité, finesse du 

faisceau et excitent spécifiquement un fluorochrome à une longueur d'onde déterminée. La 

présence de plusieurs lasers monochromatiques permet de multiplier les spectres d’excitations des 

fluorochromes et ainsi d’obtenir des caractéristiques spectrales différentes.  

Le Navios® utilisé au laboratoire de cytométrie en flux du service d’hématologie biologique 

possède 3 lasers d’excitation (violet à 405 nm, bleu à 488 nm et rouge à 638 nm) 

En plus des lasers, ce système comporte un ensemble de prismes et de lentilles qui vont permettre 

la focalisation du faisceau laser sur le flux d’échantillon. 

Cette source d’excitation permettra d’analyser plusieurs paramètres, la diffusion lumineuse et la 

fluorescence. 

 

L’optique d’émission et détection des signaux  lumineux: 

L’optique d’émission est impliquée dans la détection du signal lumineux émis par l’interaction 

faisceau laser/cellule. Cela implique un jeu de miroirs optiques et de filtres capables de diriger des 

faisceaux lasers spécifiques vers les détecteurs appropriés. 

Il existe trois types de canaux : canal « taille » (FSC « Foward Scatter Channel ») Canal « structure 

» (SSC « Side Scatter Channel ») Canal « fluorescence » (FL1, FL2, FL3...). Les différents signaux 

optiques émis par la cellule sont focalisés, séparés, puis acheminés vers des systèmes de détection, 

photomultiplicateurs ou photodiodes qui permettront de capter le signal émis par chaque canal. 

 

- La diffusion lumineuse, résultant du passage de la cellule devant le faisceau laser. Cette 

diffusion dépendra des propriétés physiques de la cellule, à savoir sa taille et la complexité de 

sa structure interne (membrane cellulaire, noyau, granulations). Une partie de lumière est 

diffusée dans l’axe du laser, on parle de diffusion aux petits angles ou « Forward Scatter » 

(FS). Elle est proportionnelle à la taille de la cellule, possède la même longueur d’onde que le 

faisceau excitateur et est détectée par une photodiode. 

Une autre partie de la lumière traverse la cellule et subit des phénomènes de réflexion et de 

réfraction à chaque interface intracellulaire (membrane nucléaire, organites, …). Elle est alors 

diffusée dans toutes les directions : on parle de diffusion aux grands angles ou « Side scatter » 

(SS). Le SS est proportionnel à la complexité du contenu cellulaire ou  
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«granulosité». On le détecte perpendiculairement au faisceau excitateur, grâce à un 

photomultiplicateur. 

 

- La fluorescence, est utilisée en analyse cytométrique pour distinguer les différentes sous-

populations cellulaires. Ces populations sont caractérisées par des marqueurs antigéniques de 

surface ou intracellulaires, reconnus par des anticorps monoclonaux couplés à des 

fluorochromes. Les fluorochromes sont des substances capables, quand elles reçoivent un 

rayonnement incident d'une certaine longueur d'onde (longueur d’onde d’excitation), 

d’absorber cette lumière incidente (on parle de spectre d’absorption, propre à chaque molécule) 

et de réémettre une radiation de longueur d'onde supérieure (longueur d’onde d’émission) lors 

du retour à l’état de repos (état fondamental). C’est cette transition de niveau énergétique qu’on 

appelle la fluorescence. Les différentes longueurs d’onde émises par un fluorochrome 

constituent son spectre d’émission. La quantité de fluorescence émise est donc proportionnelle 

à la quantité de fluorochromes portée par la cellule analysée. En définitive, la combinaison 

entre plusieurs marqueurs judicieusement sélectionnés et les informations sur la taille et la 

granulosité apportées par le FS et le SS permettent une analyse extrêmement fine des 

populations et sous-populations cellulaires présentes dans l’échantillon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b3. L’électronique et informatique 

Après avoir traversé cette succession de miroirs et de filtres, la lumière est recueillie et convertie 

en signaux électriques par un photomultiplicateur ou une photodiode. Les signaux optiques 

recueillis ont une intensité corrélée aux propriétés cellulaires. Lorsque les photons atteignent le 

PMT ils sont convertis en un nombre proportionnel d’électrons, qui sont multipliés pour générer 

un courant électrique plus important. Ce courant est ensuite amplifié de manière linéaire de façon 

à être compris entre 0 et 10V. 

Toute amplification produit des signaux de faible amplitude parasites pouvant perturber les 

mesures. Pour pallier à cet écueil, on définit un seuil ou « threshold », de manière à ce que seuls 

Figure 19: Principe de fonctionnement d'un cytomètre en flux 
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les signaux d’intensité suffisante (supérieure au seuil) soient analysés. En immunophénotypage, le 

seuil est souvent fixé sur le FS, afin d’éliminer les débris. Cette opération est appelée « la 

discrimination ». Dans notre cas de figure, le seuil de discrimination sera fixé sur le CD45, afin 

d’éliminer le maximum de globules rouges possible. 

Les impulsions électriques qui satisfont au seuil de discrimination sont converties en valeurs 

numériques proportionnelles grâce au convertisseur analogique-digital. A chaque valeur 

numérique correspond un canal dont le compteur est incrémenté du nombre d’évènements 

produisant un signal d’intensité identique. Le tracé du nombre d’évènements par canal est appelé 

histogramme monoparamétrique171. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Stockage et représentation des données 

Une fois les signaux lumineux convertis en courants électriques puis en valeurs numériques, les 

données sont enregistrées par un système informatique. Le format utilisé pour enregistrer les 

fichiers est appelé FCS (Flow Cytometry Standard) et obéit à des normes internationales, 

permettant ainsi une lecture sur différents logiciels d’analyses. 

Ce format regroupe des informations sur l’échantillon analysé, l’appareillage utilisé, ses réglages 

ainsi que les résultats de l’analyse. Pour notre étude, nous avons utilisé CXP ®, le logiciel 

d’acquisition et de traitement de données fourni avec l’automate Navios® 

 

 Ce logiciel d’analyse permet la représentation des données de deux façons : 

- Les histogrammes monoparamétriques, où l’axe des abscisses représente la valeur numérique du 

signal en nombre de canaux (intensité du signal analysé) et l’axe des ordonnées le nombre 

d’évènements par canal (le nombre de cellules). 

Figure 20: Notion de seuil discriminant en cytométrie en flux 
(D’après Invitrogen Introduction to flow cytometry.) 
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- Les histogrammes biparamétriques ou nuages de points (density-plots) qui affichent l’intensité 

de l’expression de deux paramètres l’un par rapport à l’autre. 

 

Ces données peuvent ensuite être analysées par un logiciel de traitement des données, dans notre 

cas, le logiciel Kaluza 2.01 (Beckman Coulter®) qui gère ces deux types de représentation. 

Kaluza ®, un puissant logiciel (surtout réservé à la recherche) offrant de nombreuses possibilités 

d’analyse et de visualisation des données, telles que le « Merging » ou fusion de données.  

 

 

d. Principe de « gating » 

Les différents histogrammes obtenus représentent l’ensemble des évènements acquis, à savoir les 

différentes cellules présentent dans le sang, soit les leucocytes, les plaquettes, les globules rouges 

mais aussi les débris comme par exemple des GR mal lysés. 

La population leucocytaire est en général la population d’intérêt dans la plupart des études 

cytométriques. Il est donc possible d’individualiser les différentes sous-populations qui la 

composent, à l’aide des paramètres décrits précédemment : taille, structure et émission de 

fluorescences en fonction des marqueurs. 

Dans cette étude, on ne s’intéresse qu’aux polynucléaires neutrophiles au sein des globules blancs, 

il s’agit donc de réaliser un conditionnement sur ces cellules d’intérêt en les entourant d’une 

fenêtre, on parle de fenêtrage ou « gating ». Cela permet d’éliminer les autres populations et évite 

les interférences éventuelles. Une fois cette population isolée, on acquiert les données de cette 

unique population seulement en fonction des différents marqueurs paramétriques d’intérêt. 

Les conditionnements peuvent obéir à des équations booléennes permettant des conditions 

multiples d’analyses basées sur les opérateurs classiques « ET », « OU », « NOT », éléments 

essentiels qui s’intégreront dans notre algorithme de quantification d’événements d’intérêt. 

 

e. Fonction de « Merging » 

Le « merging » (de l’anglais « to merge » = fusionner), est une fonction dont le concept est apparu 

dans les années 90172 permettant de fusionner les données de plusieurs fichiers FCS ou LMD en 

un seul et même fichier combinant tous les évènements issus de chaque fichier primaire. Celle-ci 

offre une puissance d’analyse accrue lorsque l’on étudie une population cellulaire donnée. Cette 

fonction est utile pour « fusionner » les données issues de plusieurs échantillons normaux afin de 

disposer d’un « référentiel » avec établissement de seuils de normalités pour des marqueurs donnés 

et ainsi de confronter à des échantillons pathologiques pour déterminer la présence ou non 

d’évènements d’intérêt. 

Afin de produire un fichier de bonne qualité, il faut que les échantillons soient préparés dans les 

mêmes conditions et que l’acquisition des données pour chaque tube soit réalisée avec les mêmes 

paramètres sur un même cytomètre. 
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2- Application de la cytométrie en flux à la détection des NETs 

a. Bases bibliographiques 

La mise au point de la technique de détection des NETs en cytométrie en flux (CMF) au sein du 

laboratoire a nécessité de tenir compte des nombreuses mises au point de méthodes de 

quantification de marqueurs de NETs par CMF de différentes équipes. 

L’étude de la littérature a en effet permis d’orienter le choix des réactifs à utiliser (cf : Gavillet et 

al. 2015165) ainsi que le choix des dilutions adéquates à utiliser en association avec un avis du 

service scientifique des sociétés commercialisant les anticorps primaire et secondaire (Thermo 

Fisher scientific® et Abcam®)  

De même, les publications de Lee et al. 2018167 et Masuda et al. 2017166 ont servi au choix de la 

matrice d’étude (PNN sur sang total EDTA) de même qu’à la mise en place du protocole de 

stimulation adéquate par le PMA des PNN sanguins pour valider les fenêtres de gating avec le 

protocole Kaluza® de plus optimal. 

 

b. Stratégie d’analyse 

En tenant compte des données théoriques et expérimentales issues de la littérature, le choix des 

marqueurs et réactifs pertinents pour l’analyse s’est porté sur la combinaison d’un triple marquage 

de composants des NETs. 

La myélopéroxydase (MPO), principal composant granulaire à activité antibactérienne des 

filaments de NETs, le iodure de propidium (IP) intercalant des acides nucléiques, permettant de 

marquer l’armature principale des NETs, l’ADN et les histones  H3 citrullinés (H3c), principal 

indicateur de la décondensation de la chromatine par la conversion de l’arginine en citrulline par 

l’enzyme Pad4, marqueur clé de NETose précoce.  

Après marquage immunologique, la détection des NETs issue des données cytométriques a été 

réalisée par l’intermédiaire de l’analyse des différentes fenêtres (gates) d’intérêt sur le logiciel 

d’analyse de CMF. 

Dans notre cas nous nous intéressons à deux composantes des NETs : 

- Les NETs générés et liés aux PNN (témoins précoces de la NETose) 

- Les débris de NETs libres dans la circulation (marqueurs tardifs de la NETose) 

 

 

c. Etapes préliminaires 

Dans un premier temps, on se base sur un histogramme biparamétrique « taille/structure » avec la 

taille ou FS en abscisse et la structure ou SS en ordonnée. A l’intérieur de ce « dot-plot », on trace 

une fenêtre ou « gate » primitive, qui entoure à droite l’ensemble des leucocytes (Cell tot) excluant 

ainsi débris cellulaires, plaquettes et érythroblastes, et à droite une fenêtre identifiée comme les 

débris leucocytaires, avec en haut caractérisé par un SS élevé les débris de PNN . 
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A l’intérieur de cette fenêtre certaines populations se chevauchent, leur séparation n’est donc pas 

optimale. Ainsi lymphocytes, érythrocytes, monocytes se trouvent dans une position similaire et 

diffractent la lumière de manière peu discriminante et ne peuvent donc pas être séparés selon ces 

paramètres. Un deuxième histogramme conditionné sur cette première gate est donc nécessaire, de 

façon à obtenir un maximum d’informations sur un espace à deux dimensions tout en séparant les 

différentes populations leucocytaires de manière fine. Le CD45 est présent sur toutes les cellules 

hématopoïétiques, son intensité d’expression est différente pour les différents lignages 

leucocytaires mais également au sein d’une même lignée, selon le degré de maturation, et les 

globules rouges et les plaquettes ne l’expriment pas173. 

En plaçant le CD45 sur l’axe des abscisses et le SS sur l’axe des ordonnées, on obtient 

l’histogramme de référence pour cartographier les principales sous-populations leucocytaires. 

Figure 21: La gate primitive, première étape de la stratégie de  gating  

(Histogramme FS/SS) 
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d. Adaptation des fenêtres de gating à la détection des NETs 

Dans cette étude, on ne s’intéresse qu’aux PNN au sein des leucocytes et aux possibles débris 

cellulaires qui en sont issus, il s’agit donc de réaliser un conditionnement sur ces fenêtres 

d’intérêts. 

En plus des conditionnements basés sur les opérateurs booléens classiques « ET », « OU » et 

« NOT », d’autres ont été adaptés à notre étude avec la création d’autres opérateurs en fonction de 

l’état de stimulation des PNN, « STIM » ou « nonSTIM », éléments essentiels qui s’intégreront 

dans notre algorithme de quantification des événements d’intérêt. 

La suite de la stratégie d’analyse consiste en une délimitation plus précise des contours de chaque 

population en utilisant un procédé appelé « back-gating ». Il s’agit de tracer une fenêtre autour 

d’une population sur un histogramme afin de pouvoir la visualiser sur un autre histogramme.  

Dans notre étude, cette fonctionnalité nous permettra de cibler les cellules d’intérêt au sein de la 

population de PNN qui expriment à leur surface des marqueurs de NETose. 

De même des stratégies de « cross-gating », permettant la visualisation de l’expression de 3 

paramètres différents sur un histogramme biparamétrique (une population CDx+ sera visualisée 

sur un histogramme biparamétrique CDy+/CDz+) nous permettra d’identifier de façon plus 

spécifique l’expression de NETs par un triple marquage à la surface des PNN ou à la surface des 

débris de NETs circulant. 

 

d1. Les NETs liés aux PNN 

La population de PNN a été sélectionnée selon l’expression du CD45 et du SS (granularité ou sa 

complexité interne relative) (cf :Figure 23) 

Parmi cette population, nous avons créé une fenêtre de gating permettant d’isoler une sous-

catégorie exprimant une double positivité pour le MPO (axe x) et l’IP ou l’H3c (axe y), puis par 

Figure 22: Cartographie des principales populations 
leucocytaires (Histogramme CD45/SS)  
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la stratégie de cross gating, nous avons fusionné ces deux données pour obtenir un sous ensemble 

d’événements exprimant la triple positivité MPO/IP/H3c+. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d2. Les débris de NETs 

La même stratégie de gating a été appliquée sur une fenêtre centrée sur les débris de PNN, isolés 

à partir du premier diagramme (live gate) FS/SS (cf :Figure 24). 

 

 

MPO/IP+ 

MPO/H3c+ 

Figure 23: Stratégie de gating  multiparamétriques de 
NETs lié aux PNN 
(A) Gating biparamétrique MPO/IP+ (fenêtre G++) 

(B) Gating biparamétrique MPO/ H3c+ (fenêtre 

Q++) 

(C) Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ 

 

MPO/IP/H3c+ 

A B 

C 
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MPO/IP+ 

MPO/H3c+ 

MPO/IP/H3c+ 

Figure 24: Stratégie de gating  multiparamétriques des débris de NETs  
(D) Gating biparamétrique MPO/IP+ (fenêtre J++) 

(E) Gating biparamétrique MPO/ H3c+ (fenêtre AN++) 

(F) Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ 

 

D E 

F 
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3- Les réactifs  

a. Stimulation 

La stimulation des PNN sanguins a été effectuée pharmacologiquement par l’intermédiaire d’une 

solution à 1mg/mL de phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) un diester de phorbol, puissant 

activateur de transduction de signal de la protéine kinase C connu pour stimuler la NETose. 

La concentration finale était de 100 nM. 

 

b. Marquage 

 Myeloperoxidase/FITC (Clone MPO-7) Ref : F0714 MPO - Dako Agilent® 

- 10 µL/Test 

- Permet l’analyse de l’expression intracellulaire de l’enzyme myélopéroxydase, 

marqueur spécifique de la lignée myéloïde leucocytaire. 

Dans le cadre de notre protocole, il permettra de cibler les particules de MPO, composant 

granulaire des filaments de NETs, excrétées par les PNN ou présentes sur leurs débris dans 

la circulation. 

 

 CD45-KromeOrange IOTest Conjugated Antibody Ref : B36294 CD45- Beckman 

Coulter® 

-  5µL/Test 

- L’antigène CD45 est constitué d’une séquence extracellulaire commune à toutes 

les isoformes du CD45. Il est présent à la surface de tous les leucocytes humains, 

et il n’est pas exprimé par les hématies et les plaquettes. C’est un antigène dit « 

pan-leucocytaire » qui permet de faire un gating sur les leucocytes et d’éliminer les 

éléments des lignées érythroblastiques et mégacaryocytaires du fenêtrage (à partir 

d’un graphe CD45/SS). 

Dans le cadre de ce protocole, il permettra de cibler la population des PNN en 

association avec la granulosité (SS). 

 

 Anticorps anti-Histone H3 ( citrulliné R2+R8+R17) AcH3c - Abcam® 

- C0:1mg/mL 

- Dilution finale: 1/250 

- Dans le cadre de notre protocole, il permettra de cibler les histones citrullinés, un 

des principaux composants de la chromatine formant les filaments de NETs, et 

spécifique de ceux-ci. Ils permettent d’augmenter la spécificité du marquage de 

l’ADN apporté par l’IP  

 

 Anticorps secondaire goat IgG (h+L) anti-rabbit Pacific Blue TM Ref : P10994 AcIIPB 

- Thermo Fisher Scientific® 

- C0:2mg/mL 

- dilution  finale : 1/200 
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 Iodure de Propidium ≥ 94,0% (HPLC) IP Ref : P4170-25MG - Sigma® 

- Reconstitution  réactif dans 10 mL d’H2O 

- Intercalant des acides nucléiques ADN comme ARN, imperméant à la membrane 

cellulaire possédant une fluorescence naturelle dans le rouge (615 nm) après 

excitation dans le bleu. Cette fluorescence est exacerbée après liaison aux acides 

nucléiques.  

Il permet dans notre cas de marquer l’ADN dans le milieu extracellulaire 

 

 Solution de fixation IOTest3- Beckman Coulter® 

- 2.5 µL/test 

- Permet de fixer les complexes Ag/Ac 

 

4- Modes opératoires et protocoles d’analyses 

a. Etapes préliminaires et prélèvement 

Toutes les analyses effectuées en CMF ont requis le prélèvement matinal d’un à deux tubes EDTA 

(tube mauve) de 5 mL de sang total. Tous les prélèvements étaient accompagnés systématiquement 

d’une numération formule sanguine (NFS) effectuée sur un automate DxH800 pour apprécier la 

numération granulocytaire et éliminer une neutropénie. 

- Le sang total EDTA recueilli pour chaque contrôle/témoins ou patient était techniqué dans un 

délai de 3h maximum. 

-  Selon le protocole d’analyse prévu, un tube supplémentaire de sang total à héparinate de 

lithium (tube vert clair) était prélevé pour dosage de la CRP pour éliminer un syndrome 

inflammatoire associé. 

 

b. Protocole d’analyse de contrôle de quantification des NETs en CMF avant et après 

stimulation pharmacologique 

 

b1. Modalités du protocole 

Ce protocole d’analyse paramétré sur le logiciel Kaluza® a pour objectif de valider le protocole 

de marquage des NETs par les différents anticorps aux bonnes dilutions et de valider les fenêtrages 

en cytométrie en flux, afin de confirmer que les évènements détectés dans les fenêtres de gating 

établies, correspondent bien à un processus de NETose. 

Dans cette optique, nous avons traité des échantillons de sang témoins sans et avec phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA), un puissant inducteur reconnu de NETose. 

Ce protocole d’analyse correspond au contrôle positif de la validation de la méthode. 
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Principe 

 

1) Etape de stimulation 

 

 Echantillons stimulés : 

 

-  Stimulation des PNN par 6.2 µL d’une solution de phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA) à 1mg/mL dilué au 1/10000 soit à 100 nM final dans 1 mL de sang EDTA 

dans tube à hémolyse en polypropylène (PP) 

-  Incubation du sang EDTA pendant 3h à 37°C et 5% CO2, avec rehomogéinisation 

douce toutes les heures. 

 

 Echantillons non stimulés : 

 

- Incubation du sang EDTA pendant 3h à 37°C et 5% CO2 après adjonction de 6.2µL 

de phosphate buffered saline (PBS). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) Etape de marquage : 

 

- Incubation de 50 µL de sang total (phase contacte) non stimulé ou stimulé avec 4 µL d’ 

AcH3c dilué au 1/250 pendant 30 minutes à température ambiante dans l’obscurité. 

- Après lavage et centrifugation, incubation avec 10 µL d’AcIIPB dilué au 1/200 pendant 

20 minutes à température ambiante dans l’obscurité. 

- Après lavage et centrifugation, incubation avec 10 µL de MPO + 5µL de CD45 KO pendant 

10 min à température ambiante dans l’obscurité. 

- Fixation avec 2.5 µL de solution de fixation (Beckman Coulter), puis incubation pendant 

15 min à température ambiante dans l’obscurité. 

Absence de PMA PMA 100 nM 
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- Lavage au PBS, puis marquage avec 10 µL d’IP avec incubation pendant 20 min à 

température ambiante dans l’obscurité. 

- Lavage final 

- Reprise du culot cellulaire avec 500 µL de PBS et passage du tube au cytomètre. 

 

3) Congélation plasma EDTA pour étude comparative  

 

- Après chaque prise d’essai pour le passage en CMF, le reste de l’échantillon de sang a été 

doublement centrifugé à 15000 tours/min et le plasma a été congelé à -20°C pour étude 

comparative de dosage des complexes MPO-ADN plasmatiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C Image 1: Effet du PMA sur leucocytes 
(Frottis sanguins sur lesquels on peut observer la 
modification morphologique subie par les PNN 
après stimulation par PMA) 
(A) Sans PMA 
(B) & (C) Avec PMA 
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Ci-dessus sont représentés les différents histogrammes mono ou biparamétriques selon les 

différents marqueurs utilisés (MPO, IP ou H3c), et conditionnés respectivement sur les fenêtres 

des PNN et de leurs débris. 

Les seuils de fluorescence des différents marqueurs ont été définis par le positionnement du seuil 

du curseur à la limite supérieure des cellules négatives (PNN non stimulé ou limite du nuage des 

débris de PNN), puis en reliant ces seuils établis dans les fenêtres des PNN stimulés, nous avons 

pu relever le % d’évènements dans les fenêtres de positivité définies ci-dessus, qui en le rapportant 

au nombre total d’évènements initialement gatés (PNN totaux ou total débris PNN) nous donnait 

le % de NETs détectés. 

 

 

Figure 25: Stratégie de gating  du protocole de stimulation de NETs par du PMA sur échantillons  témoins 
Gris : Population de PNN sur échantillon non stimulé 
Orange : Population de PNN sur échantillon stimulé par du PMA  
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c. Protocole d’analyse de quantification des NETs chez témoins et patients  

c1. Modalités du protocole 

Ce protocole d’analyse dérivé et validé du protocole établi ci-dessus, nous a permis de quantifier 

le phénomène de NETose dans les échantillons de témoins et de patients.  

 

 

 

De même que pour le protocole précédent, ce protocole de quantification est composé de différents 

histogrammes mono ou biparamétriques selon les différents marqueurs utilisés (MPO, IP ou H3c), 

et conditionnés respectivement sur les fenêtres des PNN et de leurs débris, nous permettant de 

relever pour chacune de ces populations le % de formation de NETs. 

 

 

 

 

 

Figure 26: Stratégie de gating  du protocole de quantification de NETs sur échantillons  témoins et patients 
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c2.  Fonction de Merging des données témoins pour fixation des seuils de normalité 

Cette fonctionnalité expliquée ci-dessus nous a permis de fusionner les données obtenues par tous 

les échantillons témoins (22 témoins normaux), soit le compte de 25000 évènements d’intérêt 

(dans ce cas compte de PNN) par échantillon, afin de disposer d’une métadonnée de 550000 PNN 

constituant un « référentiel » avec lequel il nous a été possible d’établir les seuils de normalité 

pour chacun des marqueurs utilisés.  

Ces seuils établis, appliqués aux échantillons pathologiques, nous ont permis de quantifier le 

phénomène de NETose chez les patients. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les différentes données numériques obtenues pour les échantillons témoins et patients seront 

détaillées dans la partie résultat ci-dessous. 

 

 

5- Apports d’une technique de détection des NETs en cytométrie en flux 

a. Avantages 

De toutes les techniques permettant la mise en évidence et la quantification de marqueurs de 

NETose, celle adaptée à leur détection par cytométrie en flux nous paraissait la plus appropriée, et 

la plus à même d’un futur développement en routine selon plusieurs auteurs. Et ceci en raison de 

plusieurs paramètres : 

 

- Disponibilité des automates au laboratoire pour une potentielle utilisation future 

- Flexibilité de la technique de cytométrie en flux pour mise au point de nouveaux protocoles  

- Maitrise de l’équipe technique du laboratoire de cytométrie en flux  

Figure 27: Merge temporel des 22 échantillons témoins 
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- Possibilité de travailler sur sang total, sans nécessité d’isolement des polynucléaires 

neutrophiles. 

- Possibilité de travailler sur échantillon unitaire sans contraintes ergonomiques ou de coût 

de passage en série 

- Méthode de mesure spécifique, objective et surtout quantitative 

 

b. Inconvénients de la technique 

- Nécessité de travailler sur cellules sanguines viables « sang frais » (délai de réalisation de 

l’analyse post prélèvement environ 3h) pas de congélation possible 

 

 

 

D- Tests statistiques et représentations graphiques 

 

Les différents calculs et distributions statistiques ont été effectués avec le logiciel MedCalc® 

version 18.6 (MedCalcSoftware, Ostend, Belgium).  

Les différentes données ont été analysées pour une distribution normale des valeurs et à la 

recherche de valeurs hors-normes (outliers) grâce au test de Tukey174,175.  

L’étude de corrélation entre la technique de détection des NETs en cytométrie en flux et les 

dosages des marqueurs plasmatiques sur échantillons témoins et patients a été effectuée grâce au 

test de corrélation de Pearson, exprimé par son coefficient r avec un degré de significativité p<0.05 

lorsque l’échantillon se caractérisait par une distribution statistique normale. Dans le cas contraire 

un test non paramétrique de corrélation des rangs de Spearman était réalisé. 

Une étude de concordance entre les deux techniques, représentée par un diagramme de Bland-

Altman complétait l’étude de corrélation. 

Les comparaisons de données entre deux groupes ont été analysées selon la distribution des valeurs 

par un test de test-t de Student pour séries non appariées (si distribution normale), ou par des tests 

non paramétriques de Mann-Whitney ou de Wilcoxon selon que les séries étaient appariées ou non, 

en condition bilatérale en raison des limitations du logiciel Medcalc® (correspondant aux 

recommandations d’analyses biostatistiques de Fleiss 1981 et Altman 1991176) avec un degré de 

significativité p<0.05. 

Les valeurs étaient exprimées selon leur distribution et la taille de l’échantillon, par la médiane 

des résultats pour chaque groupe avec l’écart interquartile correspondant (EI) en cas d’échantillon 

de faible effectif sans distribution statistique particulière ou par la moyenne +/- erreur standard de 

la moyenne (SEM) pour les données d’échantillon plus important présentant une distribution 

statistique. 

 Les représentations graphiques pour visualiser les courbes de tendances et de régression ont été 

effectuées grâce au logiciel MedCalc® et Exel®2013. 
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 Résultats 
 

A- Validation des protocoles de marquage par les anticorps et de fenêtrage en cytométrie en 

flux 

1- Validation du protocole de stimulation des polynucléaires neutrophiles et des fenêtrages 

de détection des NETs 

Au total, 6 témoins de contrôle de stimulation en sang total ont été passés selon le protocole de 

stimulation par le PMA, et gatés par le protocole de cytométrie en flux adapté. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A As 

B Bs 
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Figure 28: Merge des résultats de gating de NETs liés aux PNN sur témoins de stimulation 
Gating biparamétrique MPO/IP+ non stimulé (A), stimulé (As) 

Gating biparamétrique MPO/ H3c+ non stimulé (B), stimulé (Bs) 

Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ non stimulé (C), stimulé (Cs) 

 

 

Cs C 

D 
Ds 

Es E 



   

 

86 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ci-dessous les valeurs exprimées en % de NETs liées aux PNN (NET PNN) et de NETs libres 

(débris NET) selon les 3 fenêtres de gating établies, pour les échantillons non stimulés et stimulés: 

 

- Fenêtre biparamétrique MPO/IP +  

- Fenêtre biparamétrique MPO/H3c +  

- Fenêtre triparamétrique MPO/IP/H3c +  

 

Figure 29: Merge des résultats de gating des débris de NETs sur témoins de stimulation 
Gating biparamétrique MPO/IP+ non stimule (D), stimulé (Ds) 

Gating biparamétrique MPO/ H3c+ non stimule (E), stimulé (Es) 

Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ non stimule (F), stimulé (Fs) 

 

Fs 
F 
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- Pour chaque échantillon, une variation relative a été calculée entre les valeurs numériques 

obtenues en condition stimulée par rapport à la condition non stimulé selon la formule : 

 

  Δr (%) =  
( %𝑠𝑡𝑖𝑚 − %𝑛𝑜𝑛𝑠𝑡𝑖𝑚 )

%𝑛𝑜𝑛 𝑠𝑡𝑖𝑚
 

 

- Les différentes données ont ensuite été analysées grâce au test de séries appariées de 

Wilcoxon et les résultats analysées en condition bilatérale. 

Les résultats étaient considérés comme significatifs pour une valeur de p<0,05. Les valeurs 

exprimées par la médiane des résultats pour chaque groupe avec l’écart interquartile 

correspondant. 

 

Tableau 7: Données de stimulation des PNN des échantillons témoins (T1-T6) 

NET PNN débris NET NET PNN débris NET

MPO+/IP+ % 2,66 15,31 14,83 19,97 457,52% 30,44%

MPO+/H3C+ % 0,63 6,15 12,95 13,31 1955,56% 116,42%

MPO+/IP+/H3C+ %  0,50 4,72 8,23 9,50 1546,00% 101,27%

MPO+/IP+ % 4,05 17,06 14,28 20,52 252,59% 20,28%

MPO+/H3C+ % 1,86 9,58 13,01 14,63 599,46% 52,71%

MPO+/IP+/H3C+ % 1,33 8,73 7,55 9,17 467,67% 5,04%

MPO+/IP+ % 2,14 10,27 11,27 9,66 426,64% -5,94%

MPO+/H3C+ % 0,68 3,42 6,22 1,73 814,71% -49,42%

MPO+/IP+/H3C+ % 0,54 2,88 3,11 1,03 475,93% -64,24%

MPO+/IP+ % 3,65 11,42 18,59 18,05 409,32% 58,06%

MPO+/H3C+ % 0,70 1,38 20,62 10,10 2845,71% 631,88%

MPO+/IP+/H3C+ % 0,57 1,38 11,25 6,01 1891,15% 336,50%

MPO+/IP+ % 3,02 11,41 10,29 19,57 240,73% 71,52%

MPO+/H3C+ % 0,57 1,41 9,79 8,66 1617,54% 514,18%

MPO+/IP+/H3C+ % 0,40 1,07 2,21 6,33 452,50% 491,59%

MPO+/IP+  % 3,04 12,92 9,23 16,23 203,62% 25,62%

MPO+/H3C+ % 0,74 1,77 9,84 5,91 1229,73% 233,90%

MPO+/IP+/H3C+ % 0,43 1,25 3,78 3,00 779,07% 140,00%

T6

Stim variation relative Δr 

NET PNN

(%stim-%nonstim) / 

%non stim  (en %)

variation relative Δr  

débris NET

(%stim-%nonstim) / 

%non stim (en %)

Témoins

T4

T5

T1 

T2 

T3

Non stim
PMA 100 nM
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a. Fenêtre des NETs liés aux PNN 

 

 

 

 

Au total, les 3 fenêtres de gating établies, ont permis de mettre en évidence une différence 

significative de formation de NETs liées au PNN sur les 6 échantillons de sang après stimulation 

par le PMA, avec pour chacune des fenêtres es valeurs suivantes : 

- MPO/IP+: médiane de 3.03 % avec écart interquartile (EI) entre (2.66 et 3.65) pour les 

échantillons non stimulés vs 12.7750 % avec EI entre (10,29 et 14,83)  et p<0.05. 

- MPO/H3C+ : médiane de 0.6900 % avec écart interquartile (EI) entre (0,63 et 0,74) pour les 

échantillons non stimulés vs 11.3950 % avec EI entre (9,79 et 13,01) et p<0.05. 

- MPO/IP/H3C+ : médiane de 0,5200 % avec écart interquartile (EI) entre (0,43 et 0,57) pour les 

échantillons non stimulés vs 5,6650 % avec EI entre (3,11 et 8,23) et p<0.05. 

 

 

Figure 30: Détection de NETs lié aux PNN en CMF en 
réponse à un stimulus par PMA, par différentes 
stratégies de gating (Représentation graphique en boite 
à moustache avec la valeur médiane au milieu, les 25e et 
75 percentiles  et les valeurs extrêmes des échantillons 
non stimulés « nonstim » avec n=6 et stimulés « STIM » 
avec n=6. Comparaison avec test de Wilcoxon pour séries 
appariées , avec p<0.05  ) 

(A) Gating biparamétrique MPO/IP+ 

(B) Gating biparamétrique MPO/ H3c+ 

(C) Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ 

A 
B 

C 
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b. Fenêtre des débris de NETs 

 

 

 

 

 

Bien que la variation relative Δr en % de NETs libres entre les échantillons stimulés et non stimulés 

laissait présager d’une augmentation conséquente, le test statistique réalisé sur les 3 fenêtres de 

gating établies, n’ont pas permis de mettre en évidence une différence significative de détection 

de débris de NETs sur les 6 échantillons de sang après stimulation par le PMA , avec pour chacune 

des fenêtres les valeurs suivantes : 

- MPO/IP+: médiane de 12.17% avec écart interquartile (EI) entre (11,41 to 15,31) pour les 

échantillons non stimulés vs 18,081% avec EI entre (16,23 et 19,97), et p>0.05. 

- MPO/H3C+ : médiane de 2.595% avec écart interquartile (EI) entre (1,41 et 6,15) pour les 

échantillons non stimulés vs 9.38% avec EI entre (5,91 et 13,31), et p>0.05. 

- MPO/IP/H3C+ : médiane de 2.13% avec écart interquartile (EI) entre (1,25 to 4,72) pour les 

échantillons non stimulés vs 6.17% avec EI entre (3,0 et 9,17), et p>0.05. 

 

Figure 31: Détection de débris de NETs en CMF en 
réponse à un stimulus par PMA, par différentes 
stratégies de gating (Représentation graphique en 
boite à moustache avec la valeur médiane au milieu, 
les 25e et 75 percentiles  et les valeurs extrêmes des 
échantillons non stimulés « nonstim » avec n=6 et 
stimulés « STIM » avec n=6. Comparaison avec test de 
Wilcoxon pour séries appariées, avec p<0.05) 
(D) Gating biparamétrique MPO/IP+ 

(E) Gating biparamétrique MPO/ H3c+ 

(F) Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ 
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2- Validation du contrôle négatif, fenêtre des lymphocytes 

Les données obtenues par la population lymphocytaire sur les différentes fenêtres de gating 

établies dans les protocoles de détection des NETs sont analysées comme des contrôles négatifs 

nous permettant de valider les résultats obtenus et d’éliminer une stimulation et un marquage non-

spécifique dans les expériences de cytométrie en flux. 

Dans notre cas de validation du protocole de marquage par les anticorps et de CMF, l’analyse de 

ces données nous ont permis de confirmer la spécificité de stimulation des PNN par le PMA, et 

l’absence d’une stimulation parasite par d’autres types leucocytaires pouvant interférer dans la 

quantification des NETs. 

 

 

 

 

Tableau 8: Données de stimulation des lymphocytes des échantillons témoins 
(T1-T6) 

Stim

PMA 100 nM

lympho lympho 

MPO+/IP+ % 0,68 1,01 48,53%

MPO+/H3C+ % 2,52 1,97 -21,83%

MPO+/IP+/H3C+ %  0,53 0,77 46,96%

MPO+/IP+ % 1,94 1,02 -47,42%

MPO+/H3C+ % 5,77 2,61 -54,77%

MPO+/IP+/H3C+ % 1,35 0,63 -53,33%

MPO+/IP+ % 0,58 0,28 -51,72%

MPO+/H3C+ % 2,13 0,98 -53,99%

MPO+/IP+/H3C+ % 0,30 0,12 -60,26%

MPO+/IP+ % 0,48 0,65 35,42%

MPO+/H3C+ % 1,24 1,14 -8,06%

MPO+/IP+/H3C+ %  0,21 0,31 45,54%

MPO+/IP+ % 0,45 0,43 -4,44%

MPO+/H3C+ % 1,39 0,85 -38,85%

MPO+/IP+/H3C+ % 0,26 0,14 -46,15%

MPO+/IP+ % 0,60 0,27 -55,00%

MPO+/H3C+ % 1,37 0,92 -32,85%

MPO+/IP+/H3C+ % 0,13 0,05 -65,38%

variation relative Δr  

lympho

(%stim-%nonstim) /%non 

stim  (en %)

T5 

T6

Non stim

T1 

T2

T3 

T4 
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- MPO/IP+: médiane de 0.59% avec écart interquartile (EI) entre (0,48 et 0,68) pour les 

échantillons non stimulés vs 0.54% avec un EI entre (0,28 et 1,01) 

- MPO/H3C+ : médiane de 1.76% avec écart interquartile (EI) entre (1,37 et 2,52) pour les 

échantillons non stimulés vs 1.06% avec un EI entre (0,92 et 1,97) 

- MPO/IP/H3C+ : médiane de 0.28% avec écart interquartile (EI) entre (0,21 et 0,53) pour les 

échantillons non stimulés vs 0.225% avec un EI entre (0,12 et 0,63) 

 

Au total, les variations relatives Δr en % de NETs détectés sur la population lymphocytaire entre 

les échantillons stimulés et non stimulés ainsi que test de Wilcoxon permettent d’exclure une 

stimulation de cette population par le PMA. 

 

 

 

G 

I 

H 

Figure 32: Détection d'une stimulation des 
lymphocytes en CMF en réponse à un stimulus par 
PMA, par différentes stratégies de gating 

(Représentation graphique en boite à 
moustache avec la valeur médiane au milieu, les 25e 
et 75 percentiles  et les valeurs extrêmes des 
échantillons non stimulés « nonstim » avec n=6 et 
stimulés « STIM » avec n=6. Comparaison avec test 
de Wilcoxon pour séries appariées , avec p<0.05  ) 
(G) Gating biparamétrique MPO/IP+ 

(H) Gating biparamétrique MPO/ H3c+ 

(I) Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ 
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B- Etude de la distribution des valeurs des échantillons témoins et validation des seuils de 

normalités. 

1- Distribution des données de la population témoins 

Dans le cadre de nos objectifs et en relation avec les différents tests statistiques à effectuer, les 

différentes données obtenues pour les 22 échantillons témoins ont été testées pour une distribution 

normale et à la recherche de valeurs hors normes grâce au test de Tukey174,175,sur chacune des 

fenêtres de gating des populations d’intérêts. 

a. Test de distribution normale fenêtre des NETs liés aux PNN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MPO/IP+ % MPO/H3C+ % MPO/IP/H3C+ %

T1 2,26 0,61 0,5

T2 2,82 0,47 0,42

T3 2,39 0,65 0,58

T4 1,75 0,42 0,33

T5 2,12 0,57 0,52

T6 3,31 0,74 0,58

T7 4,05 0,85 0,76

T8 3,13 0,81 0,577

T9 2,77 0,88 0,73

T10 2,85 0,38 0,34

T11 4,79 0,83 0,618

T12 3,41 0,94 0,51

T13 3,61 1,32 0,83

T14 4,59 0,74 0,46

T15 4,4 0,7 0,57

T16 2,25 0,53 0,377

T17 2,71 0,5 0,39

T18 3,19 0,65 0,43

T19 4,3 0,76 0,56

T20 3,86 0,38 0,29

T21 3,14 0,37 0,26

T22 6,77 1,68 1,4

Mesure CMF NETS PNN
Témoins

Tableau 9: Données détection des NETs liés aux PNN sur échantillons témoins. 
Gating biparamétrique MPO/IP+ % 

Gating biparamétrique MPO/ H3c+ % 

Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ % 
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On constate après avoir appliqué le test de distribution normale de Shapiro-Wilk177, que la 

distribution des valeurs selon les fenêtres biparamétriques MPO/H3c+ et triparamétriques 

MPO/IP/H3c+ ne semble pas suivre une distribution normale. Dans chaque cas, les valeurs du T22 

paraissent hors-normes. 

 

 

 

 

 

 

Figure 33: Test de distribution normale des valeurs 
des témoins selon les différentes fenêtres de gating  
(A) Gating biparamétrique MPO/IP+ 
(B) Gating biparamétrique MPO/H3c+ 
(C) Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ 

 

 

C 

A B 
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b. Test de distribution normale fenêtre des débris de NETs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MPO/IP+ %  MPO/H3C+ % MPO/IP/H3C+ %

T1 12,92 3,06 2,53

T2 13,14 3,69 2,8

T3 10,48 3,73 3,37

T4 5,48 1,75 1,5

T5 7,76 2,67 2,66

T6 11,77 2,66 2,66

T7 8,57 2,75 2,38

T8 10,97 1,55 1,364

T9 11,11 3,86 3,4

T10 11,13 2,52 2,17

T11 13,78 1,31 1,307

T12 9,62 1,05 0,875

T13 9,51 2,67 1,83

T14 23,22 1,37 1,28

T15 14,18 5,84 3,7

T16 7,11 1,42 1,05

T17 7,53 1,19 1,04

T18 8,63 0,55 0,49

T19 11,99 1,44 1,26

T20 11,47 1,34 1,11

T21 8,57 0,67 0,42

T22 13,84 3,88 2,94

Mesure CMF débris NETs
Témoins

Tableau 10:Données détection des débris de NETs sur échantillons témoins. 
Gating biparamétrique MPO/IP+ % 

Gating biparamétrique MPO/ H3c+ % 

Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ % 
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Dans le cas des valeurs obtenues dans la fenêtre des débris de NETs, on constate après avoir 

appliqué le test de distribution normale de Shapiro-Wilk177, que les valeurs suivent une distribution 

normale selon les fenêtres biparamétriques MPO/H3c+ et triparamétriques MPO/IP/H3c+.  

 

c. Recherche de valeurs hors normes 

Comme spécifié précédemment dans l’analyse de la répartition des valeurs des échantillons selon 

les différentes fenêtres de marquage, une recherche systématique de valeurs hors normes a été 

effectuée grâce au test de Tukey174,175. 

 

c1. Mesure des NETs lié au PNN  

L’analyse des différentes valeurs selon les 3 fenêtres d’analyse (MPO/IP+, MPO/H3c+ et 

MPO/IP/H3c+) par le test de Tukey, a révélé la présence de valeurs hors normes pour le témoin 

T22. 

 

c2. Mesure des débris de NETs 

L’analyse des différentes valeurs selon les 3 fenêtres d’analyse (MPO/IP+, MPO/H3c+ et 

MPO/IP/H3c+) par le test de Tukey, a révélé la présence de valeurs hors normes pour le témoin 

T14 avec la fenêtre MPO/IP+ (23.22%), le témoin T15 avec la fenêtre MPO/H3c+ (5.84%), et 

aucune avec la fenêtre tri-paramétrique MPO+/IP+/H3c+. 

 

L’analyse de ces données semble indiquer un écart de la dispersion normale des valeurs lorsque 

celles-ci sont élevées pour la fenêtre des débris de NETs (en gating biparamétrique MPO/IP+ et 

Figure 34: Test de distribution normale des valeurs des témoins selon les différentes fenêtres de gating 
(A) Gating biparamétrique MPO/IP+ 

(B) Gating biparamétrique MPO/H3c+ 

(C) Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ 

 

B 
C 
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MPO/H3c+), et en cas de valeurs extrêmes (basses ou élevées) pour la fenêtre des NETs liés aux 

PNN dans les 3 fenêtres de gating. 

 

2- Détermination des seuils de normalités 

La détermination des seuils de normalités des différents anticorps et marqueurs utilisés a été 

réalisée en utilisant la fonction de « merge » sur l’ensemble des échantillons témoins normaux, à 

partir desquels nous avons identifié les différents clusters de population d’intérêt (PNN, 

lymphocytes et débris de PNN) en fonction des marqueurs utilisés. Puis en positionnement le seuil 

du curseur de fluorescence au pied du pic des cellules négatives, nous avons relevé les valeurs des 

seuils de fluorescence pour chaque anticorps. 

 

a. Fenêtres de gating sur les PNN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35: Résultat « merge » données LMD des 22 
témoins normaux, fenêtre PNN. 
(A) Gating biparamétrique MPO/IP+ 
(B) Gating biparamétrique MPO/H3c+ 
(C) Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ 

 

A B 

C 
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L’analyse du marquage des anticorps anti-MPO (MPO) et anti-histone H3 citrullinés (anti-H3c) et 

l'iodure de propidium (IP) sur la population des PNN a permis de déterminer les valeurs suivantes 

pour les seuils de positivité en unité arbitraire de fluorescence : 

- MPO (axe x) : 0.776 

- IP (axe y) : 0.986 

- Anti-H3c (axe y) : 14.7 

 

Ces seuils fixés permettent d’avoir environ 90% d’évènements négatifs (PNN n’émettant pas de 

NETs, fenêtres G-/- et G+/- (A) et Q-/- et Q+/- (B)) en dessous du seuil, et d’avoir une marge de 

normalité pour le nombre d’évènement positifs ( PNN émettant des NETs, fenêtres G+/+ (A) et 

Q+/+ (B)) de environ 3.42% d’évènements en marquage biparamétrique MPO/IP+, 0.72% en 

biparamétrique MPO/H3c+ et 0.53% en triparamétrique MPO/IP/H3c+. 

Ces différentes valeurs « seuils » obtenues ont été confrontées à la moyenne de l’ensemble des 

valeurs individuelles relevées séparément pour chaque témoin, et ne montraient pas de différence 

significatives.  

 

 

b. Fenêtres de gating sur les débris des PNN 

 

 

 

 

 

 

A B 
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L’analyse du marquage des anticorps anti-MPO (MPO) et anti-histone H3 citrullinés (anti-H3c) et 

l'iodure de propidium (IP) sur le cluster des débris des PNN a permis de déterminer les valeurs 

suivantes pour les seuils de positivité en unité arbitraire de fluorescence : 

- MPO (axe x) : 0.62 

- IP (axe y) : 0.83 

- Anti-H3c (axe y) : 15.17 

 

 

Dans ce cas, la répartition des évènements est moins homogène et les seuils fixés permettent 

d’avoir environ 44% d’évènements négatifs (débris autres, fenêtres J-/- et J+/- (A) et AN-/- et 

AN+/- (B)) en dessous du seuil, et d’avoir une marge de normalité pour le nombre d’évènements 

positifs (débris de NETs, fenêtres J+/+ (A) et AN+/+ (B)) de environ 10.87% d’évènements en 

marquage biparamétrique MPO/IP+, 1.53% en biparamétrique MPO/H3c+ et 1.4% en 

triparamétrique MPO/IP/H3c+. 

A noter le nombre important d’événements hors champs dans la fenêtre MPO/IP+ (45%), 

correspondant probablement à un marquage non spécifique de l’IP. Mais la stratégie de cross-

gating par co-marquage à l’anti-H3c permet d’augmenter la spécificité du signal et donc de 

ramener la marge de normalité à 1.4% d’événement triplement positifs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36: Résultat « merge » données LMD des 22 
témoins normaux, fenêtre débris PNN. 
(A) Gating biparamétrique MPO/IP+ 
(B) Gating biparamétrique MPO/H3c+ 
(C) Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ 
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C- Etude de corrélation des techniques de cytométrie en flux et de dosage en ELISA 

 

Dans le cadre de notre objectif de mise au point, il semblait nécessaire d’effectuer une étude de 

corrélation et de concordance avec une autre technique reconnue dans le domaine, dans notre cas 

la technique de dosage en ELISA des complexes MPO-ADN actuellement utilisée dans l’unité 

INSERM 1034. 

 

Un total, 33 échantillons ont été analysés en parallèle en cytométrie en flux selon le protocole 

adapté et par technique ELISA, soit 12 échantillons témoins sur un total de 22 échantillons (du 

T11 au T22) et 21 échantillons patients. 

 

1- Fenêtre des NETs liés aux PNN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dosage MPO/ADN

MPO/IP+ % MPO/H3C+ % MPO/IP/H3C+ % Eq %NET 

P1 5,16 4,87 2,8 0,26

P2 3,76 0,76 0,62 0,668

P3 8,93 9,84 6,05 0,527

P4 6,38 10,05 3,77 0,376

P5 5,41 4,56 3,15 0,544

P6 1,82 3,32 0,67 0,38

P7 3,74 0,72 0,32 0,431

P8 3,02 4,58 2,4 0,035

P9 4,2 2,47 1,78 0,46

P10 4,21 2,97 2,6 0,206

P11 3,97 6,74 2,58 0,297

P12 5,55 2,78 2,44 0,107

P13 10,9 3,64 3,51 0,53

P14 6,14 12,38 4,5 0,14

P15 5,01 1,25 0,98 0,08

P16 5,8 5,64 3,98 0,17

P17 4,8 18,33 3,38 0,14

P18 7,49 1,26 1,114 0,19

P19 3,01 2,54 0,95 0,503

P20 13 5,35 4,9 0,13

P21 5,38 2,66 2,4 0,23

T11 4,79 0,83 0,618 0,182

T12 3,41 0,94 0,51 0,137

T13 3,61 1,32 0,83 1,062

T14 4,59 0,74 0,46 0,243

T15 4,4 0,7 0,57 0,29

T16 2,25 0,53 0,377 0,2195

T17 2,71 0,5 0,39 0,396

T18 3,19 0,65 0,43 0,048

T19 4,3 0,76 0,56 0,6155

T20 3,86 0,38 0,29 0,113

T21 3,14 0,37 0,26 0,0575

T22 6,77 1,68 1,4 0,3645

Patients
Mesure CMF NETS PNN

Tableau 11: Données taux de NETs liés aux PNN et dosages MPO/ADN des échantillons témoins & 
patients pour étude de corrélation 
Gating biparamétique MPO/IP+ %  Expression des dosages ELISA MPO/ADN en Eq% NET  
Gating biparamétique MPO/ H3c+ % 
Gating triparamétique MPO/IP/H3c+ % 
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a. Etude de corrélation 

33 valeurs dans chaque fenêtre de gating ont été analysées grâce au test de corrélation de Pearson 

et représentées par un modèle de régression linéaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

r = 0,01 

p= 0,971 

r = 0,10 

p= 0,5765 
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L’étude de corrélation n’a pas permis de mettre en évidence de corrélation significative (p<0.05) 

entre les données obtenues en CMF sur les différentes fenêtres de gating des NETs liés aux PNN 

et les valeurs obtenues par dosage MPO/ADN. 

 

b. Etude de concordance 

Dans le cadre de la mise au point de la technique et de sa comparaison avec la méthode de dosage 

ELISA MPO-ADN, une étude de corrélation par régression linéaire assortie du calcul du 

coefficient de corrélation r nous paraissait individuellement insuffisante. En effet une telle 

corrélation permet de calculer l’existence d’une relation linéaire entre deux séries de mesures, qui 

peut paraitre difficile lorsque les deux techniques comparées quantifient un 

« phénomène d’activation » ne représentant pas le même mesurande (grandeur que l’on cherche à 

mesurer) dans les deux cas. 

Il nous est donc paru pertinent d’estimer la concordance entre les données obtenues par ces deux 

techniques, celle-ci pourrait en effet permettre d’estimer un biais systématique entre les deux 

méthodes. 

Pour apprécier la concordance, nous avons eu recourt à une représentation graphique de Bland-

Altman, permettant principalement de tester la répartition des moyennes des différences entre ces 

deux techniques. 

 

 

 

 

 

Figure 37: Etude de corrélation et courbes de régression linéaire entre taux 
de NETs liés aux PNN en CMF et dosages MPO/ADN 

r = 0.4 

p= 0,809 
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Figure 38: Etude de concordance entre le  taux de NETs liés aux PNN en           
CMF et dosages MPO/ADN. (Graphiques de Bland-Altman) 



   

 

103 

 

2- Fenêtre des débris de NETs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Etude de corrélation 

De même que précédemment, 33 valeurs dans chaque fenêtre de gating ont été analysées grâce au 

test de corrélation de Pearson et représentées par un modèle de régression linéaire. 

Dosage MPO/ADN

MPO/IP+ %  MPO/H3C+ % MPO/IP/H3C+ % Eq %NET 

P1 13,17 4,39 4,11 0,26

P2 9,33 2,24 2,24 0,668

P3 13,02 6,72 5,6 0,527

P4 19,72 8,66 6,63 0,376

P5 15,91 7,17 6,81 0,544

P6 12,35 4,41 4,11 0,38

P7 7,57 1,52 1,41 0,431

P8 8,5 7,14 5,7 0,035

P9 11,28 5,76 5,01 0,46

P10 12,53 8,31 7,95 0,206

P11 18,91 7,75 7,13 0,297

P12 9,22 3,7 3,31 0,107

P13 11,03 2,99 2,8 0,53

P14 10,41 8,75 5,77 0,14

P15 12,42 3,8 3,23 0,08

P16 12,14 7,97 6,79 0,17

P17 9,46 12,93 3,8 0,14

P18 18,31 3,24 3,11 0,19

P19 5,85 1,7 1,5 0,503

P20 15,81 6,73 6,44 0,13

P21 5,19 2,06 1,7 0,23

T11 13,78 1,31 1,307 0,182

T12 9,62 1,05 0,875 0,137

T13 9,51 2,67 1,83 1,062

T14 23,22 1,37 1,28 0,243

T15 14,18 5,84 3,7 0,29

T16 7,11 1,42 1,05 0,2195

T17 7,53 1,19 1,04 0,396

T18 8,63 0,55 0,49 0,048

T19 11,99 1,44 1,26 0,6155

T20 11,47 1,34 1,11 0,113

T21 8,57 0,67 0,42 0,0575

T22 13,84 3,88 2,94 0,3645

Echantillons
Mesure CMF débris NETs

Tableau 12 : Données taux de débris de NETs et dosages MPO/ADN des échantillons témoins & 
patients pour étude de corrélation 
Gating biparamétique MPO/IP+ %  Expression des dosages ELISA MPO/ADN en Eq% NET  
Gating biparamétique MPO/ H3c+ % 
Gating triparamétique MPO/IP/H3c+ % 
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Figure 39: Etude de corrélation et courbes de régression linéaire entre 
taux de débris de NETs en CMF et dosages MPO/ADN 

r = 0.03 

p= 0,878 

r = 0.12 

p= 0,517 

r = 0.05 

p= 0,765 
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De façon similaire, cette étude n’a pas permis de mettre en évidence une corrélation significative 

(p>0.05) entre les données obtenues en CMF sur les différentes fenêtres de gating des débris de 

NETs et les valeurs obtenues par dosage ELISA MPO/ADN. 

 

b. Etude de concordance 
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3- Conclusion de l’étude comparative en CMF et dosage ELISA MPO/ADN 

L’étude des données fournies par ces représentations graphiques après comparaison des résultats 

obtenus par les techniques en CMF et ELISA met en exergue plusieurs éléments : 

 

- Il ne semble pas exister dans notre étude, de corrélation significative entre les résultats 

obtenus par ces deux techniques quelle que soit la fenêtre de gating en CMF, ni de 

quelconque relation linéaire entre les différentes valeurs obtenues. (coefficient de Pearson 

r systématiquement non significatif avec p>0.05) 

 

- En raison de l’impact possible d’une non distribution normale des variables sur les résultats 

des coefficients de corrélation r de Pearson, un test de rang de Spearman a été appliqué 

aux différentes séries de valeurs, afin de mettre en évidence une relation non pas entre les 

valeurs elles-mêmes mais leur rang de distribution. 

Aucune corrélation de rang n’a été retrouvée en comparant les données obtenues par les 

deux techniques quelle que soit la fenêtre de gating sélectionnée en CMF (p>0.05). 

 

- L’étude de concordance effectuée en comparant la moyenne des différences des deux 

techniques (Mean = d) nous montre que ; quelle que soit la fenêtre initiale de gating utilisée 

pour la technique en CMF (détection de NETs liés aux PNN ou débris de NETs), la 

technique de dosage en ELISA tend à produire des valeurs systématiquement plus basses 

que la technique en CMF, avec une moyenne des différences d variant entre -4.7 et -1.6 

Figure 40: Etude de concordance entre le  taux de débris de NETs en CMF et dosages 

MPO/ADN. (Graphiques de Bland-Altman) 
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selon le gating dans la fenêtre des NETs liés aux PNN , et de -11.6 à -3.1 dans la fenêtre 

des débris de NETs. 

Cette valeur d peut s’apparenter à une différence systématique, tel un biais systématique 

que l’on retrouvera entre les valeurs de ces deux techniques. 

La fenêtre de gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ en CMF offre la meilleure concordance 

en comparaison avec la technique de dosage en ELISA, avec un biais systématique d 

minimal (le moins discriminant) entre les deux technique (-1.6 fenêtre NET PNN et -3.1 

fenêtre débris de NET). 

 

- De plus, quelle que soit la fenêtre de gating analysée dans les graphiques de B&A, il semble 

exister en sus du biais systématique d, une autre erreur proportionnelle, mise en évidence 

par la distribution des différences aux valeurs extrêmes. Ce phénomène touche plus les 

valeurs obtenues sur la fenêtre commune des débris de NETs par rapport aux valeurs 

obtenue sur la fenêtre commune des NETs liés aux PNN. 

 

- Lorsque l’on étudie les autres paramètres obtenus par les représentations de B&A comme 

les limites d’agréments (LoA) définies par la moyenne des différences (d) +/- 1.96 fois la 

déviation standard (SD), bornes qui englobent 95% des valeurs des différences entre les 2 

techniques, on constate, que la fenêtre de gating MPO/IP/H3c+ permet d’atténuer les 

valeurs des différences hors normes, en les ramenant dans l’intervalle de confiance IC95% 

de chaque limite d’agrément. (IC95% des LoA représentées uniquement dans les 

diagrammes de B&A triparamétrique MPO/IP/H3c). 

 

 

Cette dernière fenêtre d’analyse, semble d’ailleurs montrer une bonne concordance pour les 

valeurs basses entre les deux techniques. 

Cette dernière observation nous incite donc également à vérifier la corrélation des deux techniques 

uniquement sur les échantillons témoins qui présentent des valeurs les plus basses en %NET 

détectées sur chaque fenêtre de gating centrée sur les NETs liés aux PNN. 

 

 

4- Etude de corrélation sur les échantillons témoins sur fenêtre des NETs liés aux PNN 

12 échantillons témoins ont été analysés de façon isolée en parallèle en cytométrie en flux selon 

le protocole adapté et par technique de dosage ELISA MPO/ADN. 

 

a. Recherche de valeurs hors normes 

Comme précédemment, une recherche de valeurs hors normes parmi ces échantillons témoins a 

été effectuée grâce au test de Tukey174,175. 
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L’analyse des différentes valeurs selon les 3 fenêtres d’analyse (MPO/IP+, MPO/H3c+ et 

MPO/IP/H3c+) par le test de Tukey, a révélé la présence de valeurs hors normes pour le témoin 

T22, qui sera éliminé pour l’étude de corrélation qui va suivre. 

 

b. Etude de corrélation 

Au total, 11 valeurs dans chaque fenêtre de gating ont été analysées grâce au test de corrélation 

de Pearson et représentées par un modèle de régression linéaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

r = 0,098 

p= 0,7724 

r = 0,71 

p= 0,0143 
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Cette étude de corrélation a donc bien permis de mettre en évidence une corrélation significative 

(p<0.05) entre les données obtenues en CMF grâce aux fenêtres de gating (MPO/H3c+) et 

(MPO/IP/H3c+) centrée sur les NETs liés aux PNN et les valeurs obtenues par dosage de 

MPO/ADN dans le sous ensemble des échantillons témoins. 

 

Ces résultats confirment les observations effectuées ci-dessus, dans l’étude de concordance des 

deux techniques sur l’ensemble des échantillons témoins et patients, qui semblait mettre en 

évidence une relation de corrélation et de concordance entre les deux techniques pour des valeurs 

basses de % de NETs détectés liés aux PNN. 

La corrélation la plus significative est obtenue avec la fenêtre de gating triparamétrique 

(MPO/IP/H3c+) avec un coefficient de corrélation r=0.77 avec p<0.05, confirmant l’intérêt de 

cette fenêtre de mesure, permettant de combiner la sensibilité apportée par le marquage de l’ADN 

au iodure de propidium (IP), et la spécificité du marquage des NETs grâce à l’anticorps anti-

histones citrullinés (H3c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41: Corrélation en courbes de régression linéaire des valeurs de NETs liés aux PNN et 
de dosages MPO/ADN 

r = 0,77 

p= 0,0060 
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D- Etude comparative de la formation de NETs chez les patients SMP vs témoins en CMF 

 

Après avoir validé par les étapes précédentes le protocole technique et déterminé la fenêtre de 

gating la plus pertinente pour la détection des NETs, nous voulions mettre en évidence dans le 

cadre de notre objectif secondaire, l’existence d’une différence significative de marquage des 

NETs entre la population témoins et la population de patients SMP. 

 

Au total, 22 échantillons témoins ont été comparés à 21 échantillons patients après avoir suivi le 

protocole de marquage et de gating approprié, et une quantification selon la fenêtre triparamétrique 

MPO/IP/H3c+ sur les fenêtres communes des NETs liés aux PNN et des débris de NETs. 

Les moyennes des groupes ont été analysées à l’aide d’un test-t de Student pour séries non 

appariées à la recherche d’une différence de quantification de NETs. 

Les résultats étaient considérés comme significatifs pour une valeur de p<0,05.  

 

1- Comparaison de la détection des NETs liés aux PNN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La comparaison des taux de formation de NETs liés aux PNN dans les populations témoins et 

patients SMP, a permis de mettre en évidence une nette différence de marquage du phénomène de 

NETose entre les deux échantillons, avec une moyenne pour la population témoin +/- SEM de 0.55 

%NET +/- 0.05 avec IC95% [0,44; 0,65] vs 2.614 %NET +/- 0.33 avec IC95% [1.91; 3.31]  pour 

l’échantillon SMP, avec p<0.001. 

 

 

Figure 42: Comparaison détection NETs lié aux PNN population témoins 
vs patients 
Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ % 
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2- Comparaison de la détection des débris de NETs  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De même, la comparaison des taux de débris de NETs entre les populations témoins et patients, a 

permis de mettre en évidence une nette différence de marquage du phénomène de NETose entre 

les deux échantillons, avec une moyenne pour la population témoin +/- SEM de 1.9 %NET +/- 

0.98 avec IC95% [1,48;2,35] vs 4.53 %NET +/- 2,03 avec IC95% [3,60;5,45] pour l’échantillon SMP 

avec p<0.001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43: Comparaison détection débris de NETs population témoins vs 
patients 
Gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ % 
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 Discussion 
 

 

L’étude de la formation des NETs est un enjeu actuel prenant de l’importance au fil des 

découvertes et de l’évolution des connaissances, les impliquant dans de nombreux processus 

physiopathologiques comme la thrombose, le sepsis, les maladies auto-immunes et les 

cancers77,95,98,100,167. 

Néanmoins, leur détection demeure problématique, en raison de l’absence de techniques de 

référence aisément applicables et adaptées à la quantification. La microscopie à fluorescence 

permettant la mise en évidence morphologique et directe du phénomène demeure la technique la 

plus répandue actuellement.  

 

Dans notre étude , nous avons optimisé une technique de quantification en cytométrie en flux, 

basée sur les publications de Gavillet et al.165, Lee et al.167 et Masuda et al.166, et sommes parvenus 

à diverses conclusions: 

 

 

A- Validation du protocole de stimulation des polynucléaires neutrophiles et des fenêtrages de 

détection des NETs 

 

 

Nous avons : 

- Mis en évidence une efficacité du PMA à stimuler les PNN avec une augmentation 

significative (p<0.05) du phénomène de NETose par rapport aux échantillons non-

stimulés, dans les fenêtres de gating correspondant aux NETs liés aux PNN. 

- Validé sur les 3 fenêtres de gating en biparamétrique (MPO/IP+ et MPO/H3C+) et 

triparamétique (MPO/IP/H3C+) la détection des NETs liés au PNN. 

- Montré une spécificité de stimulation leucocytaire des polynucléaires neutrophiles par 

rapport aux lymphocytes avec le PMA, comme ceci a été mis en évidence dans la 

littérature. 

 

Concernant la détection des débris de NETs en CMF, bien que le test statistique n’ait pas permis 

de mettre en évidence une différence significative, l’étude d’un échantillon plus important de 

témoins pourrait permettre de mettre en évidence une réelle différence en augmentant la puissance 

du test ; comme pourrait le laisser présager les variations relatives Δr en % de NETs libres entre 

les échantillons stimulés et non stimulés de 5 des échantillons analysés. 

 

Au total, la détection, à la surface des PNN ou en conditions circulantes (débris), d’un marquage 

MPO+, IP+ et H3c+ par cytométrie en flux, est bien un indicateur de processus de NETose. 

L’exacerbation de ce phénomène après utilisation d’un inducteur reconnu comme le PMA, vient 

étayer cette observation. 
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B- Etude de corrélation des techniques de cytométrie en flux et de dosage de MPO/ADN 

 

Il ne semble pas exister dans notre étude, de corrélation significative entre les résultats obtenus par 

ces deux techniques quelle que soit la fenêtre de gating en CMF, ni de quelconque relation linéaire 

entre les différentes valeurs obtenues. (coefficient de Pearson r systématiquement non significatif 

avec p >0.05).  

 

De même, aucune corrélation de rang (test de rang de Spearman) n’a été retrouvée en comparant 

les données obtenues par les deux techniques quelle que soit la fenêtre de gating sélectionnée en 

CMF. 

 

L’étude de concordance entre ces deux techniques quelle que soit la fenêtre de gating analysée 

dans les graphiques de B&A, montre qu’il existe un biais systématique d, pour lequel le gating 

triparamétrique MPO/IP/H3c + en CMF offre la meilleure concordance en comparaison avec la 

technique de dosage en ELISA, avec un biais systématique d minimal (-1.6 fenêtre NET PNN et -

3.1 fenêtre débris de NET). 

En plus du biais systématique d, une autre erreur proportionnelle est mise en évidence par la 

distribution des différences aux valeurs extrêmes.  

De même avec cette seconde erreur, on constate, que la fenêtre de gating MPO/IP/H3c+ permet 

d’atténuer les valeurs des différences hors normes, en les ramenant dans l’intervalle de confiance 

IC95% des limites d’agréments LoA (définies par d+/- 1.96xSD). 

 

Ces observations nous ont poussés à réaliser une étude de corrélation linéaire uniquement sur les 

échantillons témoins. Celle-ci a permis de mettre en évidence une corrélation significative 

(p<0.05) entre les données obtenues en CMF grâce aux fenêtres de gating (MPO/H3c+) et 

(MPO/IP/H3c+) centrée sur les NETs liés aux PNN et les valeurs obtenues par dosage ELISA de 

MPO/ADN dans le sous ensemble des échantillons témoins. La corrélation la plus significative est 

obtenue avec la fenêtre de gating triparamétrique (MPO/IP/H3c+) avec un coefficient de 

corrélation r=0.77 et p<0.05. 

Ces résultats confirment les observations effectuées ci-dessus dans l’étude de concordance des 

deux techniques sur l’ensemble des échantillons (témoins et patients), qui semblait mettre en 

évidence une relation de corrélation et de concordance entre les deux techniques pour des valeurs 

basses de % de NETs liés aux PNN. 

 

 

C- Comparaison de la formation de NETs chez les patients SMP vs témoins en CMF 

 

La plupart des articles de la littérature qui ont étudié la quantification de biomarqueurs de NETose 

sur sang total en cytométrie en flux, en l’absence de toute stimulation pharmacologique, n’ont pas 

réussi à mettre en évidence une différence significative ; nous avons démontré par cette présente 

étude que la mise au point de notre technique en cytométrie en flux permettait d’établir cette 

différence significative de marquage. Cette différence s’exprime dans la fenêtre de gating 

triparamétrique MPO/IP/H3c+ sur la fenêtre des NETs liés aux PNN, avec pour les échantillons 
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SMP une moyenne de 2.614 %NET +/- 0.33 avec IC95% [1.91;3.31] en comparaison à une 

population contrôle de témoins  avec une moyenne de 0.55 %NET +/- 0.05 avec IC95% [0,44; 

0,65]), p<0.001 , et sur la fenêtre des débris de NETs  avec 4.5310 %NET +/- 2,03 avec IC95% 

[3,60;5,45] pour l’échantillon SMP, contre 1.9 %NET +/- 0.98 avec IC95% [1,48;2,35] pour 

l’échantillon témoin, avec p<0.001. 

 

Au total, quelle que soit la fenêtre commune choisie pour la quantification du phénomène de 

NETose, il semble bien exister une nette différence de quantification entre ces deux groupes de 

population. 

Les patients SMP inclus dans l’échantillon, montrent un état d’activation de leur PNN plus élevé, 

et sont plus enclin à la génération de NETs que des témoins normaux. 

 

Ces résultats ont été confirmés par l’étude menée en parallèle par dosage ELISA des complexes 

MPO-ADN (données non fournies dans ce travail), quand bien même nous n’avons pas réussi à 

mettre en évidence une corrélation nette entre ces deux techniques. 
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 Perspectives 
 

 

Les premières découvertes effectuées sur les NETs et leur mécanisme d’action dans la lutte 

antimicrobienne, a entrainé beaucoup d’enthousiasme et de pistes de recherches en vue d’explorer 

de façon plus approfondie la physiologie et les voies de régulations impliquées dans ce 

phénomène. 

Cependant, avec l’avancée des connaissances à leur sujet, c’est leur implication dans la 

physiopathologie de nombreuses maladies qui semble attirer l’attention de nos jours. 

La thrombose reste actuellement la complication la plus fréquente au cours des néoplasies 

myéloprolifératives (NMP). Leur physiopathologie dans ce contexte est complexe, et fait 

intervenir de nombreux acteurs des systèmes circulatoires, endothéliaux et hématologiques. Le 

rôle de l’activation leuco-plaquettaire et notamment la génération de NETs par les neutrophiles a 

largement été démontré à ce sujet.  Malheureusement, peu de données sont disponibles quant aux 

acteurs à cibler pour mieux prévenir ou traiter ces thromboses. Les définir serait utile non 

seulement pour les cibler en thérapeutique mais aussi pour rechercher des biomarqueurs qui 

pourraient être utilisés pour évaluer les risques de survenue ou de récidive des thromboses. 

 

Notre mise au point  de technique de détection des NETs en CMF s’inscrit dans cette optique. Et 

nous espérons pouvoir démontrer prochainement l’apport de cette technique de quantification dans 

l’évaluation du risque thrombotique des patients avec NMP pour être amené à l’utiliser dans le 

futur en routine. 

Cette technique pourra nous être également utile dans la mise en évidence de la  NETose dans  le 

cadre d’autres maladies, pour lesquelles il a été démontré l’implication de ce phénomène dans la 

leur pathogénèse  et  parfois  leur pronostique. 

 

Cependant quelques écueils demeurent. Dans le cadre de notre étude, nous n’avons pas réussi à 

mettre en évidence de corrélation entre les résultats obtenus par les techniques en cytométrie en 

flux et de dosage ELISA.  

 

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer cette constatation : 

- La grande diversité et hétérogénéité des complexes de NETs. En effet, bien que la co-

détection de complexes MPO/ADN en ELISA permet d’augmenter la spécificité du 

marquage des NETs, nous pensons que ce marquage est susceptible  d’interférer avec une 

fixation aspécifique de complexes de MPO/ADN circulants, secondairement à des 

phénomènes de lyse de PNN en conditions inflammatoires et septiques. Une seconde étude 

confrontant notre détection en CMF avec une détection ELISA utilisant le même marqueur 

spécifique d’histone H3 citrullinés (H3cit), permettrait de lever le voile sur cette hypothèse. 

- De même, malgré une standardisation inter-essais maitrisée, l’absence de seuils de 

normalité définis pour la technique de dosage en ELISA peut apporter des limites à notre 

étude comparative. L’établissement de tels seuils sur un échantillonnage plus large de 

témoins normaux et une comparaison en sous-groupe selon leur positivité  avec la 
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technique de détection en CMF, pourrait permettre une analyse plus précise des données 

de comparaison (corrélation et concordance) statistique. 

 

Et enfin, comme suggéré par Thalin C. et al.178, des études plus larges seront nécessaires afin de 

démontrer si la combinaison de données de plusieurs techniques de détection et quantification des 

NETs utilisant différents marqueurs, pourrait apporter des informations complémentaires dans le 

rôle de marqueur pronostique et ou thérapeutique des NETs dans les différentes situations 

pathologiques dans lesquelles ils sont impliqués. 
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Technique Constituant ciblé des NETs Marqueur utilisé Spécificité Objectivité/ 

quantification ? 

Avantages Inconvénients 

Microscopie 

à 

fluorescence 

ADN 

Protéines granulaires 

(IMPO/NE) 

 

Hoeschst ou DAPI 

Anticorps 

marqués 

Précautions à 

prendre 

Faible/ 

Optimisation 

par l’utilisation 

d’un logiciel de 

quantification 

Facilité de réalisation 

Différenciation 

possible avec nécrose 

Biais possible par 

sélection des champs de 

lecture/ Génération 

artéfactuelle de NETs 

possible 

 ADN intra/ extra cellulaire Intercalants ADN 

(Picogreen/SYTO

X) 

Faible :  

ADN libéré par 

autres cellules 

et/ou autres 

mécanismes de 

mort cellulaire 

 Facilité de réalisation 

Distinction possible 

avec 

nécrose 

Biais possible par 

sélection des champs de 

lecture 

Inhibition du marquage 

par les peptides 

cationiques / Faible 

Spécificité 

 Histones citrullinées Anticorps 

marqués 

Précautions à 

prendre (voir 

inconvénients) 

 Facilité de réalisation 

Distinction avec 

nécrose 

 Pas de détection de la 

NETose indépendante de 

PAD4 

 Histones citrullinées 

+/- protéines granulaires 

(MPO/NE) + ADN 

Anticorps 

marqués 

Précautions à 

prendre (voir 

inconvénients) 

 Distinction possible 

avec nécrose 

Biais possible par 

sélection des champs de 

lecture 

 Complexes histones/ADN 

+ ADN +/- protéines 

granulaires 

(MPO/NE) 

Anticorps 

marqués 

+ DPAI +/- 

anticorps 

marqués 

Précautions à 

prendre (voir 

inconvénients) 

  Logiciels de 

quantification 

adaptés 

Biais possible par 

sélection des champs de 

lecture 

Spectrofluor

ométrie 

ADN libre extracellulaire  Intercalants ADN 

(PicoGreen/ 

SYTOX) 

Faible : ADN libéré 

par autres cellules 

et/ou autres 

mécanismes de 

mort cellulaire 

bonne 

Kits commercialisés 

Pas de biais de lecture 

Pas de distinction 

possible NETose/nécrose 

Intercalants ADN: 

Inhibition du marquage 

par les peptides 

cartoniques 

Faible Spécificité 

ELISA Complexes ADN/MPO ou 

ADN/NE 

Anticorps 

marqués 

haute haute Spécificité et 

objectivité 

Nécessité de 

standardisation 

Cytométrie 

et imagerie 

en flux des 

cellules en 

NETose 

protéines granulaires 

(MPO) 

+ membrane plasmique 

Hoeschst 

Anticorps 

Agglutinine de 

germe de ble´ 

haute haute Automatisée 

 Spécificité´ et 

objectivité´ 

Distinction possible 

entre suicidal et vital 

NETosis 

Pas de visualisation des 

NETs libérés des cellules 

Cytométrie 

en flux des 

NETs liés aux 

cellules 

ADN 

+ H3 citrullinée 

+ protéines granulaires 

(MPO) 

Hoeschst 

Anticorps 

marqués 

Potentiellement 

haute 

 Automatisée/Spécificit

é et objectivité/ 

Combinaison possible 

cellule de triage 

Détection de la NETose 

dépendante de PAD4 

Manque de données 

Microscopie 

électronique 

à 

transmission 

Morphologie des cellules 

en 

NETose 

Uranyl 

acetate/osmium 

tétroxide/rutheni

um redosmium 

tétroxide, bleu 

cuprolinique 

Précautions à 

prendre (voir 

inconvénients) 

faible Distinction possible 

avec 

Nécrose/ Utilisation 

possible avec 

immunomarquage de 

certains constituants 

des NETs 

Biais possible par 

sélection 

des champs de lecture 

Microscopie 

électronique 

à balayage 

Quantité´ et structure des 

cellules en NETose 

Osmium 

tétroxide/gold 

Précautions à 

prendre (voir 

inconvénients) 

faible  Distinction possible 

avec 

Nécrose/ Utilisation 

possible avec 

immunomarquage de 

certains constituants 

des NETs 

Biais possible par 

sélection 

des champs de lecture 

Tableau 13: Hétérogénéité des techniques utilisées pour la détection des NETs (d’après 13,56,57) 

 

Annexes : 
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Title: Quantification of Neutrophil Extracellular Trap by flow cytometry: Technical 

Development  

 

Abstract:  

Neutrophil extracellular Trap (NET) are a network of extracellular decondensed chromatin 

fibers associated with granular proteins produced by neutrophils when activated. The main 

function of NETs is to eliminate microbes within the innate immunity framework. In case of 

deregulation, this phenomenon can take part in the pathogenesis of many diseases, including 

auto-immune diseases, thrombosis and cancers. The exploration of NETosis requires an 

objective, reliable and reproducible quantification method. In this work, we developed a new 

technique to quantify NETs using flow cytometry (FCM) on whole blood, which was compared 

to a quantitative plasma assay of MPO/ADN complexes by ELISA. We applied this test to a 

sample of patients with non-CML myeloproliferative neoplasms (MPNs).  

We set up a technical protocol with neutrophils stimulation on whole blood using PMA and 

validated the cytometry gating protocol by testing various markers of detection and 

quantification of NETs: myeloperoxydase (MPO), propidium iodide (PI) and the anti-histone 

H3 citrullined antibody (H3c), gated on the neutrophil window population (aiming for 

neutrophil bound NETs) and on the neutrophil fragments window (aiming for circulating NETs 

remnants). The triparametric gate MPO/IP/H3c+ applied to both windows (neutrophil and 

remnants) offers the best specificity for these criteria.  

However, we didn’t manage to show in our study a significant correlation between the results 

obtained with FCM and the ones obtained in ELISA, whatever the choice of gate in FCM 

(Pearson correlation coefficient r non-significant with p>0.05). We then compared the two 

measurements methods using the Bland-Altman difference plot to study associated agreement 

between them, which highlighted an absolute systematic error (d) between the average 

differences of the two techniques, with a minimal value in the triparametric gate MPO/IP/H3c+ 

(- 1.6 in neutrophil NET window and -3.1 in the NET remnants window). Besides this 

systematic error d, we find out the existence of a second proportional error, affecting extreme 

values. Nevertheless, the triparametric gate MPO/IP/H3c+ on CMF offered the best statistical 

consistency with 95% of the values of differences between the 2 techniques within acceptable 

range of 95 % CI of limits of agreement LoA (defined by d+/- 1.96xSD). 

Lastly, this technique successfully showed a significant difference in NETs detection between 

MPN and healthy control samples using the triparametric gate MPO/IP/H3c+ on the neutrophil 

NET window (2.614%NET +/- 0.3346 vs 0.54969%NET +/- 0.05158 ) and  NET remnants 

window ( 4.5310% NET +/- 2.0291 vs 1.9153%NET +/- 0.9833 ) at p<0.05. 

 

Key words: Neutrophil extracellular Trap (NET), Flow cytometry, thrombosis, 

Myeloproliferative neoplasms. 
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Titre : Quantification des Neutrophil Extracellular Traps en cytométrie en flux: Mise au point de la 

technique 

 

Résumé : 

Les Neutrophil Extracellular Traps (NET) forment un réseau extracellulaire de fibres de chromatine 

décondensée associé à des protéines granulaires produit par le polynucléaire neutrophile en cas 

d’activation. La fonction première des NETs est la lutte anti-infectieuse dans le cadre de l’immunité 

innée. Ce phénomène peut en cas de dérégulation, participer à la pathogénèse de nombreuses 

maladies, comme les maladies auto-immunes, les phénomènes thrombotiques et les processus 

néoplasiques. L’exploration de ce phénomène requiert donc des techniques de quantification 

objectives, fiables et reproductibles. Dans ce présent travail, nous avons mis au point une technique 

de quantification des NETs par cytométrie en flux (CMF) sur sang total, que nous avons comparée à 

une technique reconnue de dosage des complexes MPO/ADN par ELISA. Nous avons appliqué cette 

technique de quantification à un échantillon de patients atteints de syndromes myéloprolifératifs 

chroniques non LMC. 

Nous avons mis en place un protocole technique de stimulation des PNN sur sang total  par du PMA 

et validé un protocole de cytométrie en flux en testant différents marqueurs de détection des NETs, (la 

myélopéroxydase (MPO), le iodure de propidium (IP), les anticorps anti-histones H3 citrullinés 

(H3c)), et en centrant nos quantifications sur deux fenêtres : les PNN, à la recherche de NETs liés 

aux PNN et les débris de PNN à la recherche de NETs circulants.  

Il ne semble pas exister dans notre étude de corrélation significative entre les résultats obtenus par 

CMF et par ELISA quelle que soit la fenêtre de gating en CMF (coefficient de Pearson r non 

significatif avec p>0.05). L’étude de concordance met en évidence un biais systématique (d) 

correspondant à la moyenne des différences entre les deux techniques, ayant une valeur minimale 

dans la fenêtre de gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ (-1.6 fenêtre NET PNN et -3.1 fenêtre débris 

de NET). En plus de cette erreur systématique d, se rajoute une deuxième erreur proportionnelle, 

majorée aux valeurs extrêmes. La fenêtre de gating triparamétrique MPO/IP/H3c+ offre néanmoins 

une concordance statistique avec 95% des valeurs des différences entre les 2 techniques incluent dans 

les intervalles de confiances IC95% des limites d’agréments LoA (définies par d+/- 1.96xSD). Nous 

avons montré que la fenêtre de gating correspondant au marquage triparamétrique MPO/IP/H3c+ sur 

la fenêtre des PNN et de leurs débris offre la meilleure spécificité de marquage des NETs et de 

concordance avec la technique de dosage par ELISA. 

Enfin, cette technique a permis de mettre en évidence une différence significative de détection de 

NETs entre l’échantillon de patients SMP en comparaison à  un échantillon de témoins, dans la fenêtre 

de gating triparamétrique MPO/IP/H3c+, conditionnée sur la fenêtre des NETs liés aux PNN et 

fenêtre des débris de NETs (2.614 %NET +/- 0.33 vs 0.55 %NET +/- 0.05  fenêtre NETs liés aux 

PNN, et 4.53 %NET +/- 2,03  vs 1.9 %NET +/- 0.98 fenêtre des débris de NETs ,avec p<0.001). 

Mots clés : Neutrophil extracellular Trap (NET), Cytométrie en flux, thromboses, Syndromes 

myéloprolifératifs  
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