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Résumé

La tuberculose (TB) causée par Mycobactérium tuberculosis (Mtb) est responsable de
1,7 millions de décés chaque année. Le vaccin vivant atténué M. bovis Bacille de Calmette
Guérin (BCG) est administré largement dans le monde mais n’est pas capable de contrdler la
pandémie de TB. Les adultes porteurs asymptomatiques de Mtb représentent un tiers de la
population mondiale. Ils sont susceptibles de déclarer une TB active tout au long de leur vie et
font courir un risque majeur de transmission de Mtb.
Mtb induit la formation de granulomes qui restreignent la multiplication des bacilles mais qui
évoluent vers une réaction inflammatoire exacerbée détruisant le poumon lors de la TB active.
Durant cette phase chronique de 1’infection, les macrophages et les cellules dendritiques (CD)
représentent un réservoir pour les bacilles.
Le roéle des polynucléaires neutrophiles (PNN) dans la physiopathologie de la TB est
controversé. Chez ’Homme, la quantité de PNN circulants est corrélée avec une susceptibilité
moindre a I’infection par Mtb. Néanmoins, les PNN sont les cellules les plus abondantes dans
les poumons de patients atteints de TB active. Chez la souris, les PNN sont soit favorables a
la mise en place de la réponse immunitaire, en coopérant avec les CD pour les aider a
présenter les antigenes aux lymphocytes (Lc) T naifs, soit associés a la destruction du
poumon. De plus chez la souris les PNN infectés par Mtb produisent la cytokine
immunosuppressive IL-10, favorisant la persistance des bacilles. L’IL-17A est une cytokine
pro-inflammatoire dont le role principal est de réguler la granulopoi¢se. Dans le modéle
murin, les Th17 favorisent la mise en place d’une réponse protectrice et les souris déficientes
pour 'IL-17A ont un défaut de formation du granulome a mycobactéries. Cependant, une
production exacerbée d’IL-17A chez la souris infectée par Mtb et exposée de fagon répétée
aux mycobactéries détruit le poumon.
L’objectif principal de ma these était de clarifier le role des granulocytes, dont les PNN, et de
I’'IL-17A dans la physiopathologie des infections pulmonaires a mycobactéries. Dans une
premiere partie, nous avons montré chez la souris, que les PNN sont recrutés dans le poumon
en deux vagues apres infection par Mtb ou BCG. Seule la deuxiéme vague dépend du
récepteur IL-17RA exprimé par les cellules non hématopoiétiques, probablement les cellules
¢épithéliales. Les chimiokines CXCL-1 et 5 attirant les PNN semblent impliquées. Dans le
poumon, ces PNN ne semblent pas jouer de role majeur dans le contrdle direct des bacilles

mais produisent de 1'lL-10 qui diminue la production d’IL-17A.






Dans une deuxiéme partie, nous avons montré que les CD infectées par le BCG, telles que
celles décrites comme réservoir de bacilles dans le granulome, sécrétent aussi CXCL-1 et
attirent fortement les PNN. Un contact entre ces deux types cellulaires s’établit et semble
permettre le transfert de bacilles vivants de la CD vers le PNN. Surtout, ce contact favorise la
production d’IL-10 par le PNN et non par la CD. L’IL-10 produite par le PNN bloque la
production d’IL-17A mais pas d’IFN-y par les LcT CD4" activés / mémoires. En effet, seuls
les lymphocytes CD4" Th17 expriment le récepteur a 1’TL-10.

Dans une troisiéme partie, nous avons observé que les PNN recrutés dans le poumon sont
accompagnés d’une autre population de cellules myéloides granuleuses. Ces cellules proches
mais différentes des PNN sont également recrutées en deux vagues, qui sont toutes deux
indépendantes de I'IL-17RA, contrairement aux PNN. Ces cellules ne semblent pas jouer de
role direct dans la destruction des bacilles mais semblent inhiber la prolifération des LcT via
un mécanisme dépendant de l'enzyme "inducible Nitric Oxyde Synthase". Ces données
préliminaires indiquent que ces cellules sont des "Myeloid-Derived Suppressor Cells"
(MDSC) telles que celles décrites précédemment par notre équipe dans un modéle murin de
vaccination intradermique par le BCG. L’ensemble de nos travaux apporte un éclairage
nouveau sur le role des granulocytes régulateurs, PNN producteurs d’IL-10 et MDSC
productrices d’oxyde nitrique dans le contrdle de I’inflammation exacerbée par I’'IL-17A lors

de I’infection pulmonaire par les mycobactéries.

Mots clés : tuberculose, polynucléaire neutrophile, IL-17A, IL-10, immunosuppression,

inflammation.






Abstract

Tuberculosis (TB) caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is responsible for 1.7
million death each year. The live attenuated vaccine M. bovis Bacillus Calmette Guérin
(BCG) is widely administered but does not allow to control the TB pandemics. Asymptomatic
Mtb infected adults represent one third of the world population. They are at risk to develop
active TB throughout life and therefore represent a major threat of Mtb transmission.

Mtb induces formation of granuloma that limit bacilli multiplication. However, granuloma are
also sites of exacerbated inflammatory reaction that can lead to lung destruction in active TB
patients. During the chronic phase of infection, macrophages and dendritic cells (DCs)
represent a reservoir for bacilli.

The role of polymorphonuclear neutrophils (PMNs) in TB physiopathology is still debated. In
humans, circulating PMN numbers correlate with reduced susceptibility to Mtb infection.
However, PMNs are the most abundant cells in the lungs of active TB patients. In mice,
PMNs can help to establish the immune response: they can cooperate with DCs to favor
mycobacteria antigen presentation to naive T lymphocytes (LcT). However, if PMNs are in
too high numbers, they participate to lung destruction. Moreover in mice, mycobacteria
infected PMNs produce the immunosuppressive cytokine IL-10, which favors bacilli
persistence. IL-17A is a proinflammatory cytokine which primary role is to regulate
granulopoiesis. In the mouse model, Th17 cells promote protection against Mtb and IL-17A
deficient mice are impaired in granuloma formation. However, exaggerated IL-17A
production in Mtb-infected mice repeatedly exposed to mycobacteria, leads to lung
destruction.

The main aim of my thesis is to clarify the role of granulocytes, mainly PMNs, and of the
receptor for IL-17A in pulmonary mycobacterial infections in the mouse model. In the first
part, we show that PMNs are recruited in two waves after lung infection with Mtb or BCG.
The second wave only critically depends on IL-17RA expression by non-hematopoietic cells,
probably epithelial cells. PMN attracting CXCL-1 and 5 chemokines seem to be involved. In
the lung, PMNs do not play a role in direct bacilli control but produce IL-10, which dampens
IL-17A production.

In a second part, we show that BCG infected DCs, such as DCs described as a bacilli reservoir
in granuloma, also secrete CXCL-1 and strongly attract PMNs. Contacts that are established
between the two cell types allow the transfer of live bacilli of DCs to PMNs, although we did

not decipher mechanism involved. More importantly this contact stimulates IL-10 production
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by PMNs and not DCs. PMN-derived IL-10 blocks IL-17A production but not IFN-y by
activated / memory CD4" T Lec. Indeed, only CD4" Th17 cells express the IL-10 receptor.

In the third part, we observed that PMN are recruited to the lung together with another
myeloid cell population. These cells, that are similar yet different from PMNs, are recruited in
two waves, which are both IL-17RA independent, unlike PMNs. These cells do not appear to
play a direct role in the bacilli destruction but inhibit LcT proliferation through a mechanism
involving inducible Nitric Oxide Synthase. These preliminary results suggest that these cells
are Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSCs) such as those described by our team in a
murine model of BCG intradermal vaccination. Taken together, the three parts of our work
shed new light on the role of regulatory granulocytes, IL-10 producing PMNs and nitric oxide
producing MDSCs, in the control of IL-17A driven exacerbated inflammation during lung

mycobacterial infection.

Key words : tuberculosis, polymorphonuclear neutrophil, IL-17A, IL-10, immunosuppression,

inflammation






Liste des abréviations

BCG: Bacille bili¢ de Calmette et Guérin
CD: Cellule dendritique
CR: Récepteur au complément

CXCL: Chimiokine avec motif C-X-C

CXCR: Récepteur aux chimiokines (motif C-X-C)

G-MDSC: MDSC de la lignée granulocytaire
IFN: Interféron

IL: Interleukine

IL-17R: Récepteur a L'IL-17

iNOS: "Inductible Nitric Oxide Synthase"
jpi: Jours post-infection

LBA: Lavage broncho-alvéolaire

LcB: Lymphocyte B

LcT: Lymphocyte T

LcTreg: Lymphocyte T régulateur

LPS: Lipopolysaccharide

MDSC: "Myeloid-Derived Suppressor Cell"
MIP-2: "Macrophage inflammatory protein 2"
M-MDSC: MDSC de la lignée monocytaire
MP: Macrophage

MPO: Myeloperoxydase

Mtb: Mycobacterium tuberculosis

NLR: "Nod Like Receptor"

NO: "Nitric Oxide"

OMS: Organisation mondiale de la santé
PAMP: "Pathogen-Associated Molecular Pattern”
PNN: Polynucléaire neutrophile

PRR: "Pattern-Recognition Receptor"

ROS: "Reactive Oxygen Species"

TB: Tuberculose

TCR: Récepteur des cellules T
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TGF: "Transforming Growth Factor"

Th: "T helper"

TLR: "Toll Like Receptor"

TNEF: "Tumor Necrosis Factor"

VIH: Virus de I'Immunodéficience Humaine

WT: "Wild-Type"
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Figure 1: Chronologie de la recherche anti tuberculeuse.
Depuis les premieres descriptions de la maladie, puis la découverte du bacille de Koch responsable de I'infection,
de grandes avancées ont ét¢ obtenues dans la lutte contre la tuberculose (TB). Le développement du vaccin
vivant atténué par Calmette et Guérin, la découverte des antibiotiques efficaces contre le bacille, dont la
streptomycine découverte par Walksman, jusqu'au séquengage complet du génome de Mtb. Néanmoins, les
problémes de souches multirésistantes et la co-infection avec le VIH maintiennent 1'épidémie mondiale a un

niveau préoccupant.
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A. La tuberculose
1. Histoire de la tuberculose

La tuberculose (TB) est une maladie infectieuse pulmonaire dont les origines semblent
remonter a celle de 'Homme [1, 2] (Figure 1). La plus ancienne preuve d'hominidé touché par
la TB fut retrouvée sur un fossile d’'Homo erectus découvert dans 1'Ouest de la Turquie daté de
-500000 ans avant Jésus Christ [3]. Les premieres descriptions de la maladie remontent a la
Grece antique, Hippocrate (vers -460 ans avant Jésus Christ) la nomme sous le terme de
phtisie, signifiant le dépérissement progressif des malades atteints. Aristote (vers -385 ans
avant Jésus Christ) avait soupconné sa nature contagieuse, reliant "l'air pernicieux" et la
"production de maladie". En 1865 le médecin Villemin prouve, grice a une méthode
expérimentale, la transmisibilité de la TB et affirme en conséquence que cette maladie, de
nature jusqu'alors inconnue, est due a un microbe invisible. Le médecin allemand Koch
découvre en 1882 le bacille responsable de la TB qu'il fait pousser sur sérum coagulé: le

bacille de Koch.

2. Agent étiologique responsable
2.1. Taxonomie

Les mycobactéries appartiennent a la famille des Mycobacteriaceae, a 1’ordre des
Actinomycetales et au genre Mycobacterium [4]. Ce genre est trés homogeéne d’un point de
vue morphologique. En effet toutes les mycobactéries sont des bacilles, fins, aérobies,
asporulés et immobiles. Par contre elles sont trés hétérogenes en terme de pouvoir pathogéne
et d’affinit¢ d’hdtes [5]. Le genre Mycobacterium regroupe 120 especes [6], classées en
fonction de leur vitesse de croissance en conditions de culture optimales. Les mycobactéries a
croissance rapide, comme par exemple M. xenopi et M. smegmatis, ont un temps de
génération de deux a cinq heures et ne nécessitent que quelques jours pour former des
colonies visibles sur un milieu solide. Les mycobactéries a croissance lente ont un temps de
génération de 24 heures en moyenne et nécessitent plus de 14 jours pour former une colonie

visible sur boite de Pétri.
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Figure 2: Mycobactéries colorées par la technique de Ziehl-Neelsen.

Coloration de Ziehl-Neelsen modifiée sur une coupe pulmonaire de souris C57BL/6 infectée 23 jours par Mtb,

obtenue au laboratoire (grossissement x400).
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Figure 3: Représentation schématique de I'enveloppe des mycobactéries.
L'enveloppe mycobactérienne est composée de quatre éléments: la membrane plasmique, la paroi, la membrane
externe et la capsule. La paroi est constituée d'un complexe de macromolécules liées de manicre covalente:
peptidoglycane, Phosphatidyl Inositol Mannoside, LipoArabinoMannan et arabinogalactane. Les acides
mycoliques forment, avec les lipides extractibles aux solvants, une membrane externe ou "myco-membrane” qui

est surmontée d'une capsule majoritairement composée de polysaccharides [7].
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2.2. La paroi mycobactérienne

La structure trés particuliere de la paroi mycobactérienne la distingue des autres
procaryotes [7]. Elle a des propriétés d'acido-alcoolo-résistance, mises en lumiere par Ehrlich
en 1882 et révélées des 1883 par la méthode de coloration de Ziehl et Neelsen (Figure 2). En
effet, contrairement aux autres bactéries, la paroi des mycobactéries retient la fuschine apres
traitement par un alcool ou un acide [8]. La paroi mycobactérienne peut contenir jusqu'a 60%
de lipides, ce qui leur confére une extréme hydrophobicité et une haute résistance aux agents
chimiques [9-11] (Figure 3). La membrane plasmique est composée d'une bicouche lipidique
principalement composée de phospholipides et de protéines, elle est semblable a celle d'autres
bactéries [7]. Un espace périplasmique sépare cette membrane plasmique de la paroi
mycobactérienne, constituée d'un réseau complexe de peptidoglycane auquel s'attachent des
Phosphatidyl Inositol Mannosides, arabinogalactanes et LipoArabinoMannan [10]. La
membrane externe, constituée d'acides mycoliques et de lipides, est appelée "myco-
membrane" [12, 13]. La surface hydrophobe que constitue cette couche d'acides mycoliques
permet l'ancrage d'autres lipides extractibles apres traitement par des solvants organiques. La
capsule est composée de différents types de polysaccharides (glucanes, arabinanes et
arabinomannanes) ainsi que de protéines [14].
La paroi des mycobactéries rend les échanges de nutriments difficiles et une croissance moins
rapide que d'autres espéces. Sa fonction premiére en tant que barricre face a son
environnement rend l'accessibilité des antibiotiques a leur cibles potentielles ainsi que
l'altération par les mécanismes de défenses de I'hote difficiles [15]. L'abondance de lipides,

tant dans la quantité que dans la qualité, est spécifique de la paroi des mycobactéries [16].

Le role des lipides et glycolipides de la paroi mycobactérienne a fait l'objet de
nombreuses études depuis plusieurs dizaines d'années. Ces constituants sont mis en cause
dans l'induction de lésions granulomateuses chez la souris et chez 1'Homme, ainsi que dans
des effets toxiques pour I'hdte, des mécanismes d'échappement au systéme immunitaire ou de
tropisme pour certains types cellulaires [17-21]. Ils jouent un réle primordial a l'interface hote
/ pathogene dans les différentes étapes du processus d'infection. Certains composés sont
directement impliqués dans la reconnaissance et l'activation des cellules de I'immunité innée,
via les "Pathogen-Associated Molecular Patterns" (PAMP) présents a la surface du bacille et

reconnus par les "Pattern Recognition receptors" (PRR).

18



Introduction | La tuberculose

B

Taux denouvensx cas delépre pour 100 000
B 20-893%

B 10-20%
O 5-10%
O 1-5%
g o-1%

Figure 4: Répartition géographique des cas de lépre et d'ulcére de Buruli.
A. La lépre dans le monde. A 'observation des nouveaux cas de lepre en 2003 dans les pays surveillés par
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), on constate qu'ils sont majoritairement situés dans les pays au
climat tropical et ceci en lien avec des conditions socio-économiques difficiles. La situation du Brésil et de 1'Inde
sont toujours préoccupantes [22].
B. L'ulcére de Buruli dans le monde. Les pays ayant recensé des cas d'ulcére de Buruli () en 2001 dans les
pays surveillés par 'OMS. Comme pour la lépre, on constate que les pays au climat chaud, voire tropical, sont

les plus touchés, de fagon plus indépendante vis a vis du développement économique du pays [22].
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Figure 5: Arbre phylogénétique des espéces du genre Mycobacterium.
Alignement multiple des séquences de génes des principales mycobactéries permettant de diviser le genre

Mycobacterium en deux parties corrélées a la vitesse de croissance rapide ou lente [23].
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Des lipoprotéines, le LipoArabinoMannan et son précurseur le LipoMannan, les Phosphatidyl
Inositol Mannosides et le Thréhalose Di-Mycolate sont entre autres impliqués dans cette

reconnaissance (voir paragraphe B.3.).

3. Plusieurs pathogeénes majeurs

3.1. M. leprae et M. ulcerans

Les mycobactéries a croissance lente on distingue d'importants pathogeénes en santé
publique, comme M. leprae et M. ulcerans [24] responsables respectivement de la lépre (aussi
appelée la maladie de Hansen) et I'ulcére de Buruli (aussi appelé Mbasu) [25, 26].

M. leprae a été¢ mis en évidence en 1873 par le médecin norvégien Hansen. La lépre touche
les nerfs périphériques, la peau et les muqueuses, et provoque des infirmités séveres. Elle est
endémique dans certains pays (Figure 4A). Prés de 182000 personnes, résidant principalement
en Asie et en Afrique, étaient infectées au début de 2012 [22].

M. ulcerans, décrit en 1897 en Ouganda par Sir Cook, provoque l'ulcére de Buruli. C'est une
infection nécrosante des tissus survenant surtout aux membres inférieurs par une petite plaie
infectée. Elle se présente sous plusieurs formes suivant son degré d'évolution: nodules,
plaques ou ulceres ouverts. Cette maladie est présente surtout dans les régions tropicales
(Figure 4B). Chaque année entre 5000 et 6000 cas sont notifiés [22].

D'autres mycobactéries a croissance lente peuvent aussi infecter 'Homme, entre autres M.
avium, pathogeéne opportuniste des patients infectés par le VIH et touchant principalement le

systéme digestif ou M. marinum, responsable d'infections cutanées.

3.2 Le complexe de M. tuberculosis

Les pathogenes les plus importants en nombre de cas dans le monde, font partie du
complexe de M. tuberculosis (Mtb) (Figure 5) comprenant des especes qui ont 99,95% de
similitude au niveau de leur séquence d'ADN [27-29] et 100% de similitude dans leur
séquence d'ARN ribosomal 16S [30]. Le complexe de Mtb comprend plusieurs mycobactéries
pouvant infecter I’Homme : Mtb, M. bovis, M. africanum, M. microti, M.caprae, M.
pinnipedii [31, 32]. M. canettii est une mycobactérie tuberculeuse rare présentant des colonies
de phénotype lisse et un polymorphisme au niveau des génes de ménage contrairement aux

autres membres du complexe de Mtb [1].
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Figure 6: Colonies de Mtb sur milieu solide.
Les colonies de Mtb sont dénombrables apres deux a trois semaines de culture sur milieu solide aprés incubation
a 37°C. Ce sont des colonies petites, opaques et de couleur beige-jaundtre, rugueuses et avec un aspect de

"verrue" ou de "champignon" [33].

B
[ Pasdedonnées
* W Aucuncas d'infections Taux d'incidence cumulé entre 2001 et 2003
[ Cas d'infections suspectés
B Cas d'infections confirmes |=ls
B Cascliniques observés mais limités 4 certaines zones Bz L3
B Cas cliniques observes B [06:09]
0 0308
@ [0; 03[
oo

Figure 7: Incidence de la TB bovine.
A. Dans le monde. Les nouveaux cas de TB bovine dans les pays surveillés par 1'organisation mondiale de la
santé animale en 2005 sont majoritairement situés en Amérique de Sud, Afrique et Asie du Sud Est. Mais les
pays de l'ouest de 1'Europe, dont la France, ne sont pas épargnés [34].
B. En France. La localisation géographique des départements dont le taux d'incidence cumulé entre 2001 et

2005 est importante, se retrouve principalement dans le Sud Ouest et le Sud Est de la France [35].
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L'épidémie mondiale de TB est due a Mtb. Plusieurs souches de Mtb sont responsables de la
transmission interhumaine, notamment la souche de génotype Beijing. Les colonies de Mtb

sont petites, de couleur beige-jaunatre et semblent rugueuses et friables [36] (Figure 6).

M. bovis est responsable de la TB bovine, une épizootie pouvant étre endémique dans
certaines régions (Figure 7A). Au total environ 24% des cheptels vivent dans des régions ou
la TB bovine n'est pas totalement controlée et il en est de méme pour 60% des populations
humaines [37]. En France, apres 43 ans de lutte obligatoire via des programmes d’éradication
de la maladie, le bilan épidémiologique est positif au vu de I’évolution des prévalences
annuelles [38]. La fréquence de la maladie étant de plus en plus faible, cela a permis a la
France d’obtenir le statut "officiellement indemne de TB bovine" par I’Union Européenne en
2000. Néanmoins, la Direction Générale de 1’ Alimentation, qui suit les cas de TB bovine au
niveau départemental, constate que si les données nationales ne montrent pas d’anomalies, au
niveau régional, des disparités apparaissent (Figure 7B). L'augmentation significative du
nombre de cas dans certaines régions pourrait mettre en péril le statut de la France et apporter
des difficultés pour les échanges commerciaux.

Les bovins représentent le réservoir primaire de 1’infection, cependant, des animaux de la
faune sauvage (notamment sangliers, blaireaux et cerfs) peuvent également contracter
I’infection. Ils constituent ainsi un réservoir secondaire de la maladie, et sont susceptibles de
contaminer a leur tour les élevages. Cela peut méme conduire a la création d’un réservoir
primaire comme avec les blaireaux en Grande Bretagne [39-42] et en Irlande [43]. En France,
le statut de la faune sauvage est surveillé.

La TB bovine est une maladie a déclaration obligatoire listée dans le code sanitaire pour les
animaux terrestres de l’organisation mondiale de la santé animale. La réglementation
européenne impose une surveillance de cette maladie, a la fois dans les élevages et dans les
abattoirs.

L'infection de 'Homme par M. bovis peut se produire par inhalation ou consommation du lait
contaminé [44], on parle alors de zoonose [45]. En France, ou la pasteurisation du lait est
répandue, seulement 38 cas de TB humaine due a M. bovis ont été recensés en 1995, soit 0,5%
des 7075 cas de TB la méme année [46]. La TB humaine a M. bovis est identique a celle due

a Mtb. La transmission respiratoire interhumaine de la TB a M. bovis est rare.
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Figure 8: Incidence de la TB.
A. En France. En 2009, malgré la baisse récente des cas de TB constatée au niveau national, I’incidence reste
élevée en Ile-de-France (15,8 cas pour 100000 habitants), en particulier en Seine-Saint-Denis (93) et a Paris (75);
ainsi qu'en Guyane (973) (23,9 cas pour 100000 habitants) [47].
B. Dans le monde. Les nouveaux cas de TB dans les pays surveillés par 'OMS en 2011 sont majoritairement
situés en Afrique et en Asie, des pays en voie de développement. De nombreux nouveaux cas sont situés en Inde

et en Chine en lien avec la densité de la population [48].

Figure 9: Le probléme de co-infection Mtb / Virus de I'mmunodéficience Humaine (VIH).
Les cas de co-infection Mtb / VIH dans les pays surveillés par 'OMS en 2011 sont majoritairement situés sur le

continent Africain avec une localisation importante en Afrique du Sud [48].
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4. Un probleme majeur en santé publique

La TB a été reconnue comme probléme majeur de santé publique a partir de la
révolution industrielle. Au XVIII™ et XIX™™ siécles, elle était responsable de 25% des décés
dans les grandes villes européennes. L'incidence de cette maladie a considérablement régressé
dans les pays industrialisés a partir des années 1950 grace a I'amélioration des conditions de
vie et a la découverte d'antibiotiques. La diminution des cas de TB est de I’ordre de 5% par
an, en France comme dans la majorité¢ des pays développés. Mais depuis les années 1985 la
décroissance du nombre de cas de TB a ét¢ inversée et aujourd'hui, 1'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) estime qu'un tiers de la population mondiale est infecté avec 8,4 millions
de nouveaux cas et 1,7 millions de décés par an [22, 49]. En France, selon le bilan de 1'institut
de veille sanitaire de 2009, une légere baisse des cas est observée apres plusieurs années de
recrudescence (5% en 2007) (Figure 8 A). Dans les pays en voie de développement les causes
sont multiples, comme les mauvaises conditions socio-économiques et sanitaires [50, 51]. En

effet 22 pays totalisent a eux seuls 80% des cas mondiaux [52] (Figure 8B).

Le probléme de la TB en Afrique subsaharienne est surtout une conséquence de la co-
infection avec le Virus de I'Immunodéficience Humaine (VIH) [53, 54]. En effet, on dénote
un pourcentage important du VIH dans les nouveaux cas de patients atteints par la TB,
particulierement en Afrique du Sud ou cette co-infection est trés préoccupante (Figure 9).
L'immunodéficience induite par le VIH augmente considérablement la proportion d'individus
développant la forme active de la maladie jusqu'aux formes les plus graves, tel que la TB
extra-pulmonaire [55-57]. Le développement de l'infection par Mtb fragilise aussi 1'hote et

accélere la progression vers le Syndrome de I'ITmmunodéficience Acquise (SIDA) [58].

D'apres le rapport de 'OMS de 2012 [48], 1'objectif consistant a réduire de moitié et a
commencer a inverser la progression de 1’épidémie de TB d’ici a 2015 a été atteint.
Aujourd’hui, 20 millions de personnes seraient en vie grace a la vaccination et aux traitements
antituberculeux [48]. La mortalité et le nombre de nouveaux cas de TB sont en diminution
depuis plusieurs années et ont chuté respectivement de 41% depuis 1990 et 2,2% depuis 2010
[22] (Figure 10A). Les taux de mortalité et d’incidence sont aussi en baisse dans les 22 pays
les plus fortement touchés (regroupant 80% des cas de TB). Ces résultats ont été obtenus par
I'investissement des dirigeants des pays endémiques et grace a une aide internationale.

Cependant, I’OMS avertit que la lutte contre la maladie dans le monde reste fragile.
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Figure 10: Taux de prévalence et de mortalité dus a la TB.
A. Tendance de la prévalence et de la mortalité des cas de TB. La prévalence pour une population de 100000
habitants estimée entre 1990 et 2011, puis de 2012 a 2015 une projection des taux en considérant une
décroissance continue dans les prochaines années. La ligne noire horizontale en pointillés représente les objectifs
du programme "Stop TB", soit une diminution de la prévalence et de la mortalité de 50% par rapport aux années
1990 [48].
B. Mortalité estimée de la TB. Bien que la mortalité¢ (en millions d'individus) entre 1990 et 2011 diminue chez

les individus VIH négatif, la mortalité chez les individus VIH positif est a un seuil préoccupant [48].
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La TB reste I'une des trois maladies infectieuses les plus mortelles aujourd’hui avec le
paludisme et le SIDA. La diminution de mortalité chez les individus co-infectés par Mtb et le
VIH reste faible (Figure 10B). Tout ceci implique de maintenir et d'amplifier les stratégies de

lutte contre 1'épidémie.

5. Stratégies de lutte contre la TB
5.1. Vaccination anti tuberculeuse

5.1.1. Bacille bili¢ de Calmette et Guérin (BCQG)

Calmette et Guérin entament des recherches sur la TB en 1900. La majorité des cas de
TB se contracte non par l'introduction des bacilles dans les voies aériennes mais par leur
ingestion. Le vétérinaire et microbiologiste frangais Nocard leur fournit un échantillon de lait
d'une vache tuberculeuse en 1902, le "Lait Nocard" [59]. Afin de rendre émulsifiable une
culture glycérinée de la souche Nocard, ils y ajoutent de la bile de beeuf. Calmette et Guérin
cultive ainsi leur souche sur pomme de terre immergée dans de la bile de beeuf stérile durant
230 passages entre 1908 et 1921 [60]. Ils observent une modification de la morphologie du
bacille et dés 1912 leur souche initiale devient inoffensive pour le bovin. Puis durant les
années suivantes, ils constatent une perte de virulence dans différents modeles animaux [61].
Le bacille ainsi atténué est alors appelé Bacille bili¢ de Calmette et Guérin (BCG). En 1913,

la vaccination par voie orale avec le BCG, protege un veau contre l'infection tuberculeuse.

Sous la pression des autorités publiques, la premiere immunisation chez 'Homme est
pratiquée en 1920 par voie intraveineuse sur un homme adulte et en montre l'innocuité [62].
Puis en 1921, un nouveau-né est vacciné par voie orale. La mére du nouveau-né est morte de
la TB quelques heures apres 'accouchement et il est appelé a vivre dans un milieu contaminé.
L'enfant est protégé contre la TB durant une période d'observation de six mois. Apres une
période d’observation attentive des premiers sujets, qui bien qu’en contact avec la TB ne
développent pas la maladie [63, 64], les campagnes de vaccination commencent. A partir de
1924, Calmette distribue sa souche a de nombreux instituts dans le monde qui préparent le
vaccin suivant la méme méthode, donnant ainsi naissance a de multiples souches "filles".

A Liibeck (Allemagne) en 1931, 72 enfants meurent apres avoir regu un vaccin contaminé
par une souche virulente de Mtb. Cette épisode tragique de 1’accident de Liibeck jette le

discrédit sur le BCG jusqu'en 1940 ou a et la fin du proces le BCG est réhabilité.
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Figure 11: Généalogie des différentes souches de BCG.
Cette classification est basée sur la date de distribution des multiples souches issues de la culture primaire de M.

bovis BCG et leurs caractéristiques génomiques [65, 66].

Paroi

- o)
Rv3871

CFP-10 ESAT-6

Figure 12: Systéme de sécrétion de ESAT6 et CFP10 codé par la région RD1 de Mtb
L’appareil de sécrétion de type III permet la sécrétion d’ESAT-6 et CFP-10. Le domaine C terminal de CFP-10
est reconnu par Rv3871 qui interagit avec Rv3870, un composé de l'appareil de sécrétion inséré dans la

membrane de Mtb. CFP-10 et ESAT-6 peuvent traverser la membrane via Rv3877 [67].
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Les campagnes de vaccination s'étendent en France et en Europe, mais tous les pays
n'adoptent pas la vaccination au BCG. Les USA, le Royaume-Uni ou les Pays-Bas par
exemple choisissent de ne pas utiliser ce vaccin.

De nos jours, étant donnée la faible incidence de la TB dans les pays développés, de
nombreux pays occidentaux ont arrét¢ la vaccination systématique mais ciblent les
populations a risque. En France, 1’obligation de vaccination par le BCG chez I’enfant et
I’adolescent a été suspendue officiellement en 2007 (décret n® 2007-1111 du 17 juillet 2007),

au profit d’une recommandation de vaccination d'une population a risque plus ciblée [68].

Aujourd'hui, plus de 80 ans depuis le début de son utilisation, le BCG est I'un des
vaccins les plus utilisés dans le monde, avec plus de trois milliards de doses administrées
[69]. Ce vaccin a de nombreux avantages: protection importante contre les formes infantiles
disséminées, injection d'une dose unique, peu colteux et sans effets secondaires majeurs chez
l'individu immunocompétent [70, 71].

Avec les moyens techniques actuels, nous savons que I'atténuation du BCG est due a la perte
d'une région génomique de 9,5kb, nommée la Région de Délétion 1 (RD1) [72]. Les
différentes souches de BCG obtenues apres la distribution de la souche d'origine sont toutes
delétés de cette région. Ces différentes souches de BCG peuvent étre divisées en deux classes
suivant leur date d'obtention: les souches précoces obtenues entre 1924 et 1926 et les souches
tardives obtenues aprés 1931. Cette classification repose sur de nombreuses différences
génomiques (Figure 11). De plus la délétion de cette région RD1 chez Mtb virulent engendre
son atténuation [73], qui suggere donc son role de mutation d'atténuation originale [74]. RD1
code un appareil de sécrétion de type VII, permettant la sécrétion de deux protéines, "'Early
Secreted Antigenic Target 6" (ESAT-6) et "Culture Filtrate Protein 10" (CFP-10), nécessaires
a la virulence de Mtb mais aussi inductrices fortes de sécrétion d’Interféron gamma (IFN-

) par les lymphocytes T (LcT) de sujets infectés par Mtb (Figure 12) [75].

5.1.2. L'efficacité controversée du BCG

Aujourd'hui l'efficacité du BCG est controversée, les taux de protection reportées
variant de 0 a 80% selon les études [76, 77]. Il ressort de ces études que le BCG protege a
80% contre les formes disséminées et méningées de la TB, particuliérement fréquentes et
graves chez les jeunes enfants [78, 79]. Par contre chez le jeune adulte la protection contre la

forme pulmonaire est estimée au mieux a 50%.
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Plusieurs raisons sont proposées pour expliquer la grande disparité des résultats. Tout d'abord
il est a noter que différentes préparations vaccinales et souches de BCG ont été utilisées dans
les études chez 'Homme. Néanmoins, l'efficacité du BCG n'a pu étre reliée a un type de
souche a ce jour [80].

D'autre part certaines ¢tudes montrent une diminution de protection au cours du temps.
Cependant, les observations sont contradictoires; la protection apportée par le BCG pouvant
étre perdue seulement dix ans apres la vaccination [81] ou maintenue 60 ans apres [82].
L'efficacit¢ du BCG semble corrélée a des parameétres variables de I'hdte et / ou de
'environnement [83]. Une méta-analyse menée sur l'efficacité¢ du BCG a montré que la zone
géographique pouvait expliquer plus de 41% de I'hétérogénéité protectrice du BCG [78].
Cette étude refléte la plus grande présence des mycobactéries environnementales dans les
régions tropicales [84]. Il est donc proposé¢ qu'une pré-exposition a des mycobactéries de
l'environnement interfére avec la protection induite par le vaccin. Cela soit en induisant une
protection partielle masquant l'effet protecteur du BCG, soit en stimulant I'immunité cellulaire
envers des Ag communs aux différentes mycobactéries, bloquant ainsi 1'efficacité du BCG
[85]. Cette hypothese a été¢ confirmée par une étude sur un modele murin pré sensibilisé par
des mycobactéries de I'environnement causant une inhibition de la multiplication initiale du
BCG et réduisant ainsi l'effet protecteur du vaccin contre Mtb [86]. Hormis son efficacité
controversée, la vaccination par le BCG souffre d'autres défauts. Etant un vaccin vivant, son
inoculation a des nouveaux nés VIH positifs peut entrainer des adénites et méme une

"bécégite généralisée". Par conséquent elle n'est pas recommandée par 'OMS [22, 87, 88].

De plus, le vaccin BCG n'empéche pas l'infection par Mtb. En 1997, 1'OMS attribue
l'échec de la lutte mondiale contre la TB a plusieurs raisons et notamment a une "confiance

exagérée dans le BCG" [89].

5.1.3. Développement de nouveaux vaccins antituberculeux

Un nouveau candidat vaccin contre la TB devra protéger contre la forme pulmonaire
rencontrée principalement chez 1'adulte, quelle que soit la zone géographique et étre dénué
d'effets secondaires pour pouvoir étre administré aux individus VIH positifs. Il devra
¢galement conserver tous les avantages du BCG actuel, c'est a dire l'efficacité contre les

formes disséminées infantiles, étre peu coliteux et facile & administrer. Les efforts de la
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Tableau 1: Quelques nouveaux candidats vaccins.

Des nouveaux candidats vaccins pour protéger contre la TB actuellement en essai clinique de phase II ou III [90].

Vaccin Status Stratégie Descritpion

Vaccin vivant recombinant |VPM1002 Phase [la Prime 1BCG exprimant la listeriolysin de Listeria monocytogenes
Vaccin sous unitaire M72/AS01 Phase [Ib Prime-boost Antigénes Rv1196 et RBv0125

Hybridl +1C31 Phase [la Prime-boost Antigénes Ag85B et ESAT-6

Hybrid 56 + IC31 Phase [a Prime-boost Antigénes Ag85B, ESAT-6 et Rv1660c

Hybrid 4 + IC31 / AERAS-404 |Phase [la Prime-boost Antigénes Ag85B et TB10.4
Vaccin vecteurs viramx MVABSA / AERAS-485 Phase [Ib Prime-boost Virus Ankara exprimant [ Ag85A de Mtb

Crucell Ad35 / AERAS 402 |Phase [Ib Prime-boost Adénovirus exprimant les antigénes 854, 85B et TB10.4 de Mtb
Vaccin tué M. vaccae Phase III terminée |Immuno thérapeutique | M. vaccae tué par la chaleur

M. indicus pranii Phase III Immuno thérapeutique | Toute la mycobactéries M. indicus pranii

RUTI Phase [la Immuno thérapeutique |Membranes de Mib fragmenté

Tableau 2: Structure et fonction des antibiotiques utilisés contre la tuberculose.

Apres la découverte en 1943 de la streptomycine, d'autres antibiotiques permettant de lutter contre la TB ont été

développés. L'utilisation simultanée de plusieurs antibiotiques de premicre ligne, permet de diminuer le

développement de pharmaco-résistances.
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recherche des 10 derniéres années ont ouvert la voie au développement de nouvelles stratégies
vaccinales. Ainsi ont pu étre développés des vaccins protéiques administrés avec adjuvants,
des souches de mycobactéries recombinantes, ou encore des vecteurs vaccinaux d'origine
virale ou bactérienne exprimant des génes codant des Ag mycobactériens (Tableau 1) [91-94].
Deux stratégies vaccinales sont développées, une immunisation primaire avec le BCG puis
rappel avec un vaccin sous-unitaire ou vecteur viral ("prime-boost") ou le remplacement du

BCG par un vaccin vivant recombinant plus efficace.

5.2. Traitement

5.2.1. Les antibiotiques anti-tuberculeux

Les antibiotiques dits de premicre intention sont 1'isoniazide, la pyrazinamide [95, 96],
la rifampicine [97], la streptomycine [98] et I'é¢thambutol [99]. L'éthionamide, la D-
cyclosérine, l'acide para-aminosalicylique, la thioacetazone, la kanamycine, I'amikacine et les
fluoroquinolones sont utilisés en seconde intention pour traiter les infections causées par des
souches résistantes aux antibiotiques de premiére intention (Tableau 2). La rifabutine et les
aminosides sont indiquées dans le traitement des TB multi résistantes (notamment en cas de
résistance a la rifampicine) [100]. De plus, la rifabutine interagit moins avec les traitements
du VIH et est donc principalement utilisée dans le traitement de la TB chez les sujets infectés
par le VIH [100].
L'OMS conseille le recours a la stratégie de traitement "Directly Observed Treatment Short-
Course" dés l'observation de la maladie. La conduite rapide d'un régime antituberculeux
utilise une phase de deux mois de traitement journalier avec quatre antibiotiques de premiere
intention. Ce régime est suivi d'une thérapie journaliere par l'isoniazide plus un des autres
antibiotiques de premiere intention pendant les quatre mois suivants. Un traitement
antibiotique réussi donne une conversion d'un crachat positif vers une culture négative en
deux mois.
Les traitements antituberculeux sont longs, chers et ont de nombreux effets secondaires
indésirables, telles que des atteintes hépatiques, rénales ou du nerf optique, ainsi qu'une
augmentation du taux d'acide urique dans le sang. La durée et les effets secondaires du
traitement peuvent étre responsable d'un manque de suivi du traitement par les patients et

ainsi favoriser 1'émergence de pharmaco-résistances.
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Figure 13: Incidence des souches résistantes aux antibiotiques.
A. Souches Multi-Drug resistant (MDR). Proportion des souches MDR parmi les nouveaux cas de TB entre
1994 et 2010 dans les pays surveillés par 'OMS [22].
B. Souches eXtensive-Drug Resistant (XDR). Pays ayant reporté au moins un cas TB di a une souche de Mtb
XDR, situation au mois d'octobre 2011 [22].
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5.2.2. Le développement de résistances aux antibiotiques

Au cours d'épidémies de TB a Mtb ou M. bovis, survenues dans les pays développés
chez des sujets atteints par le VIH, des multi résistances ont été observées [101-103]. Ceci a
permis d'attirer l'attention des instances internationales sur ces souches de Mtb. Un
programme de surveillance de la résistance aux antituberculeux a ainsi été initi¢ sous couvert
de 'OMS et de 1'Union Internationale Contre la TB et les Maladies Respiratoires [104].
Ces souches dites "Multi-Drug Resistant" (MDR) sont définies comme résistantes a
I’isoniazide et a la rifampicine; les souches dites "eXtensive-Drug Resistant" (XDR) sont
résistantes au moins a 1’isoniazide et la rifampicine plus a n’importe quelle fluoroquinolone et
a au moins un des autres antibiotiques de seconde intention [22].
Actuellement une augmentation de la circulation de souches de Mtb résistantes aux
antibiotiques est observée [100]. Environ un demi-million de nouveaux cas d'infection par
Mtb chaque année présentent des résistances aux antibiotiques. La proportion peut atteindre
plus de 20% des nouveaux cas, notamment dans certaines régions de Russie [105] (Figure
13). En outre, certains patients séropositifs pour le VIH présentent un risque plus €levé de
développer des résistances aux antibiotiques, probablement a cause d'un probléme
d'absorption de la rifampicine chez ces patients [106, 107].
Récemment, le cas de patients porteurs d'une souche de Mtb "Totally-Drug Resistant" (TDR),
c'est a dire résistantes a tous les antibiotiques de premiére et seconde intention a été rapportée
[108].
Il est donc nécessaire de développer de nouvelles molécules. Au début de I'année 2013, la
"Food and Drug Administration" a autorisé la mise sur le marché d'un nouvel antibiotique, la

bedaquiline, pour le traitement des souches Multi-Drug Resistant [109].

5.3. Diagnostic

Le dépistage de I’infection tuberculeuse latente est majoritairement basé sur
I'IntraDermoRéaction (IDR) a la tuberculine, un dérivé protéique purifié a partir de filtrats de
cultures de Mtb concentrés et stérilisés. Ce mélange est mal défini et contient de nombreux
Ag communs entre Mtb et la souche vaccinale BCG ou les mycobactéries de l'environnement.
Le test est réalisé sur toute personne ayant eu un contact récent avec un cas de TB, tout
adolescent issu de zone de forte incidence ou lors d'immunodépression (VIH, avant mise en
route de corticothérapie, greffe ou de traitement anti "Tumor Necrosis Factor alpha" (TNF-
a)). Il repose sur la détection au point d’injection d’une réaction d’hypersensibilité retardée,
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Tableau 3: Lecture d'une IntraDermoRéaction (IDR) a la tuberculine.
L'induration cutanée engendrée suite a I'IDR est lue 72h aprés l'injection de tuberculine. Suivant 1'dge de

l'individu et son statut vis a vis de la vaccination au BCG, le résultat est différent [68].

Chez une personne demoins de 15 ans

Statut vis-i-vis dela vaccination BCG Taille del'TDR Reésultat
Siaucune vaccination au BCG = 5mm Infection tuberculeuse latente
51 vaccination BCG datant de 10 ans ou plus = 10mm Infection tuberculense latente
51 vaccination BCG datant de moins de 10 ans =15mm Infection tuberculense latente

Chezune personne de plus de 15 ans

Statut vis-d-vis dela vaccination BCG Taille del'IDR Résultat
Vaccination BCG probablement de 10 ans ou plus 0-4mm Infection tuberculense peu probable
3-9mm F.éaction probablement due i la vaccination BCG

10-14mm Infection tuberculeuse latente probable

= 15mm Infection tuberculeuse probablement récente

fosses nasales (sinys)

A Mycobacterium muberculosis

pharynx

larynx ——}—

trachée
bronches

plévre

e

k\ \‘ alvéoles pulmonaire

Figure 14: Schéma de 'appareil respiratoire humain.
L'appareil respiratoire est l'ensemble des organes permettant les échanges gazeux entre l'organisme et
I'environnement. La voie respiratoire supérieure est constituée des fosses nasales puis du pharynx et du larynx.
L'appareil respiratoire inférieur est constitué¢ de la trachée puis les bronches et bronchioles, amenant aux alvéoles
pulmonaires, lieu des échanges gazeux. Le feuillet pariétal (plevre) recouvre la loge contenant les poumons. Les

MP alvéolaires sont localisés dans les alvéoles pulmonaires [110].
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signature d’une infection préalable par le bacille.

Ces tests sont également utilisés pour le suivi des professionnels de santé et de recherche
exposés a Mtb. La fiabilité de ce test n'est toutefois pas trés bonne (Tableau 3).

Depuis quelques années des alternatives sont proposées. La détection de la production d’IFN-
v par test IFN-y Release Assay (IGRA) en réponse aux Ag spécifiques de Mtb et absent de
BCG, ESAT-6 et CFP-10. Ce test est appliqué a toute personne présentant des symptomes de
TB et aux populations les plus a risque de développer une TB tels que les migrants de pays
endémiques récemment arrivés sur le territoire, les professionnels exposés, les détenus ou
sans domicile fixe [68].

Un autre mode de diagnostic trés utilisé est aussi la recherche de la présence de bacilles
tuberculeux dans les crachats des patients aprés coloration ou apres culture sur des milieux
appropriés.

La TB fait I’objet d’une déclaration obligatoire. Tout cas de TB doit déclencher une enquéte

pour la recherche des sujets-contacts, afin qu’ils bénéficient d’un test de diagnostic de la TB.

B. La TB, infection chronique du poumon

1. Description générale de l'appareil respiratoire
L’appareil respiratoire présente une vaste surface d’échange avec 1’air extérieur. Sa
fonction essentielle est d’assurer un échange d'O, / CO, entre le sang des veines et ’air
atmosphérique, fonction remplie au niveau des alvéoles pulmonaires. L'air inspiré¢ descend
dans la trachée, jusqu'aux bronches, qui se séparent pour pénétrer dans le poumon droit ou
gauche. Les bronches elles-mémes se ramifient en plusieurs bronchioles, qui se divisent en
une demi-douzaine de canaux alvéolaires, d'étroits conduits s'ouvrant dans les sacs alvéolaires
(Figure 14). La surface alvéolaire est d’environ 75m? pour une épaisseur de 4-8um entre
I’espace alvéolaire et la microcirculation. Cette configuration est optimale pour les échanges
gazeux mais augmente aussi la vulnérabilit¢é du poumon vis-a-vis des pathogenes, des
particules et des gaz toxiques inhalés. Cette exposition constante du tractus respiratoire aux
microorganismes nécessite la présence d’un systeme immunitaire efficace permettant d’initier
rapidement la lutte anti-infectieuse. Deux types de réponse immunitaire participent a la
protection du poumon: la défense immunitaire innée, non spécifique et la réponse immunitaire
acquise ou adaptative, spécifique.
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Figure 15: Représentation comparative des parois des voies aériennes pulmonaires.

Dans le poumon on distingue les épithélia des voies de conduction de 1'air et des voies respiratoires. L'épithélium
de la trachée et des bronches est épais présentent des glandes séro-muqueuses ainsi que du cartilage.
L'épithélium des bronchioles est dépourvu de ces structures et I'épithélium des alvéoles pulmonaires est plus fin

afin de permettre les échanges gazeux [111].
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2. La barriere physique et mécanique

La premicere ligne de défense du poumon inclue différents mécanismes: la barricre
physique, les défenses mécaniques et la réponse des cellules de 1'immunité innée présentes
constitutivement dans le poumon. Le nez constitue la premicre barriére physique qui filtre les
grosses particules (>10um). La couverture mucociliaire tapissant la surface des voies
aériennes contient des mucines capables de piéger les microorganismes. Ces particules sont
¢liminées mécaniquement par la clairance mucociliaire, les particules de diamétre < Sum
échappent a ces défenses. Mtb est un bacille de 2 a 10um de long sur 0,3 a 0,5um de large, il
acceéde donc aux alvéoles pulmonaires.
Les ¢épithélia des voies respiratoires ont une organisation différente en fonction des
compartiments respiratoires (Figure 15). L'épithélium trachéobronchique est pseudo stratifi¢
et largement composé de cellules ciliées et cellules @ mucus. Les bronchioles présentent un
épithélium simple avec des cellules ciliées ou non. L'épithélium alvéolaire est composé de
pneumocytes de type I, permettant les échanges gazeux, de pneumocytes de types II sécrétant
un surfactant. Dans les alvéoles pulmonaires se retrouve les MP, cellules clés dans
I'élimination des bacilles tuberculeux (décrit en paragraphe B.4.2.).
Le surfactant, un mélange de phospholipides et protéines qui tapissent les parois des alvéoles.
Les collectines "Surfactant Protein" SP-A et SP-D modulent la phagocytose de Mtb par les
MP alvéolaires. Des souris déficientes pours ces protéines ont une susceptibilité accrue a
l'infection pulmonaire par Mtb [112]. D'autres études montrent que SP-A permet au contraire
une meilleure adhésion de Mtb a la paroi de 1’alvéole pulmonaire. Des patients VIH positifs
présentent une surexpression de SP-A en corrélation avec une charge de bacilles tuberculeux

dans leurs Lavages Broncho-Alvéolaires (LBA) supérieure [113].

Les cellules épithéliales alvéolaires produisent également des défensines. Leur rdle
contre Mtb est peu étudié. Une étude récente suggere que les P-défensines ont un role
protecteur contre Mtb en induisant la maturation des Cellules Dendritiques (CD) contribuant a

I'établissement d'une réponse Lymphocyte (Lc) T helper (Th) 1 protectrice [114].

3. Les "Pattern-Recognition Receptors" (PRR)

Les PRR ont pour fonction de détecter des motifs répétés et fonctionnels des

pathogeénes, nommeés "Pathogen-Associated Molecular Patterns" (PAMP) et autres signaux de
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Figure 16: Représentation de la structure des Toll Like Receptors (TLR).
Les TLR sont des protéines transmembranaires de type I comportant: un domaine extracellulaire en forme de fer
a cheval, récepteur du signal de danger, riche en leucine. Un domaine transmembranaire et un domaine

intracellulaire permettant la transduction du signal d’activation [115].

Tableau 4: Les TLR et leurs ligands.
A ce jour, 10 TLR sont décrits chez ’homme et 12 chez la souris. Ils sont majoritairement exprimés a la surface
des cellules de l'immunité innée. Certains ligands ne sont pas encore clairement identifiés, comme pour le
TLR10, TLR12 et TLR13 [116].
* TLR2 forme des hétéro-diméres avec le TLR1 et le TLR6. ® TLR présents dans des endosomes.

Recepteur |Ligand Origine des ligands
TLR1 Triacyl lipopetides Bacteries Gram -
Factewrs solubles Bacteries Gram +
TLR2 *® Lipoprotéines et lipopeptides Bacteries Gram -
Peptidoglvcane Mycobactéries
Acide lipoteichoigue Parasites
Lipoarabinomannan Champignons
Glvcoinositolphospholipides
Glyvcolipides
Porines
Lipopolyvsaccharides
TLR3 " ARN double brin Virus
TLR4 Lipopolysaccharides Bacteries Gram -
Taxol Plantes
Protéine de fusion Virus
Protéine d'enveloppe
TLRS Flagelline Bacteries Gram - / + flagelles
TLR6 Diacyl ipopeptide Bacteries Gram -
Acide lipoteichoigue Mycoplasmes
Zymosan Champignons
TLR7 ® ARN simple brin Virus
TLRR " ARN simple brin Virus
TLR9 ® ADN contenant le motif CpG Bacteries Gram -
Bacteries Gram +
Virus
TLR10
TLR11 Profiline Parasites
Bacieries Uropathogénes
TLR12
TLR13
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danger [117]. La famille des PRR inclue différents types de récepteurs dont les "Toll-Like
Receptors" (TLR), les lectines de type C et les "NOD-Like Receptors" (NLR).

3.1. Les "Toll-Like Receptors" (TLR)

Les TLR sont des protéines transmembranaires exprimées a la surface des cellules de
I'immunité innée principalement, a 1'exception des TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 qui sont
localisés dans les endosomes [118]. Ils ont une forme de fer a cheval, riches en leucine
("Leucine-Rich Repeat") permettant 1’interaction avec les PAMP (Figure 16). A ce jour, 10
TLR sont décrits chez ’homme (TLR1 a TLR10), contre 12 chez la souris (TLR1 a TLR13, le
TLR10 étant un pseudogene) [119]. Des analyses cristallographiques des ectodomaines des
TLR ont permis de comprendre les interactions entre les TLR et les PAMP [120]. Ces
derniers peuvent étre des lipides, des lipoprotéines, des protéines ou des acides nucléiques
provenant de bactéries, virus, champignons ou parasites [121] (Tableau 4). De plus, la
reconnaissance des PAMP par les TLR peut se faire dans différents compartiments cellulaires,
dont la membrane plasmique, les endosomes, les lysosomes et les endolysosomes [121]. Les
TLR sont exprimés par de nombreuses cellules immunitaires, comme les polynucléaires
neutrophiles (PNN), qui chez I'Homme expriment TLR1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 et 10 [122] (voir
paragraphe F). Ils peuvent aussi étre exprimés par des cellules non immunitaires, telles que les
cellules épithéliales [121].

La ligation du TLR entraine une cascade de signalisation intracellulaire aboutissant a la
translocation nucléaire de facteurs de transcription, comme Nuclear Factor-kappa B (NFkB)

et a l'expression des genes codants les cytokines pro-inflammatoires.

3.2. Les "NOD Like Receptor" (NLR)

Les TLR reconnaissent les pathogenes soit a la surface membranaire, soit a I’intérieur
des lysosomes ou des endosomes. Le systtme TLR ne peut donc pas étre utilisé pour la
détection des pathogenes intracytosoliques [121]. A ce jour, deux systemes détectant les
PAMP cytoplasmiques, les NLR et les "RIG-I-Like Receptors".

La famille des NLR comporte plus de 20 membres, répondant aux PAMP ainsi qu'a des
signaux de danger, ce qui provoque des réponses pro- inflammatoires [123]. Les NLR ont été

découverts récemment, les mieux caractérisés sont NOD1 et NOD2 présents dans les cellules
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Tableau 5: Principaux ligands mycobactériens et leurs PRR associés.
Les PAMP présents chez les mycobactéries peuvent activer les cellules de I'immunité innée via la
reconnaissance par les PRR. Ces récepteurs peuvent se lier aux mycobactéries, voire les internaliser et activer les

cellules, afin qu'elles produisent des cytokines et chimiokines [16, 124-126].

Ligands mycobactériens Pattern Recognition Receptor (PRR)

Glyco/lipo protéines (LpgH, Apa, LprA, LprG...) Récepteur au mannose
DC-5IGM

TLR2/1

TLR2/67?

Phosphatidyl Inositol Manoside 6 CR3

Récepteur au mannose
DC-51GN

TLR2/1

LipoMannan Récepteur au mannose
DC-5IGN

TLR2/1
LipoarAbinoMannane TLR2/1

CR3

Récepteur au mannose
DC-5IGN

Tréhalose DiMycolate Mincle

TLR2/1
DiAminoPinelic acide (DAP)-type peptidoglycanne NOD1

Muramyl DiPeptide NOD2

? Dectine-1

? Scavenger receptor
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de I'¢pithélium pulmonaire [127, 128]. NODI1 peut reconnaitre le "Diaminopinelic acide
(DAP)-type peptidoglycanne" [126] et NOD2 le "Muramyl DiPeptide" [125] deux composés
présents dans l'enveloppe mycobactérienne (Tableau 5). La transduction du signal via NODI1

et NOD?2 aboutit a l'activation de la voie NFkB [129].

3.3. Les lectines de type C

Les lectines de type C sont des récepteurs solubles ou membranaires qui possédent un
ou plusieurs domaines de reconnaissance des sucres et de carbohydrates. Les Récepteurs au
Mannose, le récepteur au complément 3 (CR3), DC-SIGN, MINCLE et Dectine-1 sont
impliqués dans la reconnaissance de Mtb dans le poumon, [130-134] (Tableau 5).
Les polysaccharides présents dans la capsule de Mtb permettent I'adhésion au CR3 [135]. Le
"Phenolic Glycolipid 1" (PGL-1) permet aux mycobactéries de rentrer plus efficacement dans
les MP via le CR3 ce qui semble lui permettre de persister a l'intérieur du phagosome [136].
Dectine-1 et MINCLE, en synergie avec les TLR2/1 et 4 permettent la production d'une
cytokine immunosuppressive par les PNN murins, 1'lL-10 (décrit en paragraphe C) [137,
138].

4. Les cellules de I'immunité innée pulmonaire

4.1. Les cellules épithéliales pulmonaires

Les cellules épithéliales sont parmi les premicres en contact avec le bacille dans le
poumon. Elles peuvent reconnaitre les PAMP grace a leurs PRR [139, 140], jouant un rdle
important dans la réponse immunitaire innée [121, 141] induisant la production de
chimiokines et de cytokines qui servent au recrutement et a I’activation des cellules
phagocytaires, principalement les PNN et les MP, au site de I’infection [142, 143]. Plusieurs
¢tudes ont mis en évidence la présence de bacilles dans des cellules non macrophagiques et
notamment des cellules épithéliales [144-146].
Mtb peut traverser I'épithélium pulmonaire par transcytose via l'interaction avec 1"'Heparin-
Binding Haemagglutinin Adhesin" (HBHA) présent a la surface des cellules épithéliales
[147]. Ce mécanisme permet au bacille de disséminer dans 1'organisme indépendamment des

MP [148].
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4.2. Les macrophages alvéolaires (MP)

Les MP alvéolaires sont des cellules immunitaires résidentes du poumon. Ils ont une
durée de vie de plusieurs mois et sont dérivés de monocytes sanguins. Une étape de
maturation dans le parenchyme pulmonaire est nécessaire a la différenciation des monocytes
sanguins en MP alvéolaires, puis ils peuvent proliférer [149]. Ils sont indispensables a la
défense pulmonaire pour garantir la stérilité dans les alvéoles pulmonaires. C'est la premiére
ligne de défense phagocytaire contre les agents pathogeénes [150]. L'interaction des ligands de
la membrane mycobactérienne avec les PRR permet la phagocytose du bacille. Lorsque le
bacille est opsonisé par les molécules du complément la phagocytose se fait via des

interactions avec le CR3 [151].

L'élimination des bactéries par les MP dépend de la maturation du phagosome, et de sa
fusion avec les lysosomes [152, 153], qui acidifie le milieu pour activer la dégradation des
bacilles par les enzymes [154]. Ce mécanisme joue un role central dans I'¢élimination des
bacilles dans les alvéoles pulmonaires [155]. Néanmoins les Mtb peut inhiber la maturation
du phagosome et empéche ainsi la fusion avec le lysosome par différents mécanismes [156-
158]. Le LipoArabinoMannan a coiffe mannosylée purifi¢ inhibe la fusion du phagosome
avec le lysosome [159] via un défaut de recrutement de la protéine EEA1 associée aux
endosomes est nécessaire a la fusion des deux compartiments [159]. Les Phosphatydil
Innositol Mannoside ont de méme un effet inhibiteur de 1'acidification du phagosome en
stimulant la fusion du phagosome avec les endosomes précoces [160].

Lors de la réponse immunitaire adaptative, la production d'IFN-y par les Lc Th1 active les MP
et les arme plus efficacement pour freiner la croissance de Mtb. Une fois activés, les MP
produisent des "Nitric Oxide" auxquels les bacilles intracellulaires sont sensibles [161]. Via
des réarrangements du cytosquelette d'actine, Mtb empéche l'augmentation de la
concentration de Nitric Oxide dans le phagosome [162]. La protéine membranaire OmpA de
Mtb est impliquée dans la résistance a l'environnement du phagosome en maintenant

I'homéostasie de la mycobactérie [163, 164].
Grace a leur capacité a aménager le compartiment phagosomal les bacilles peuvent

ainsi survivre et se multiplier dans les MP [165], ce qui leur permet d'échapper a la réponse

immunitaire innée.
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Figure 17: La synapse immunitaire.
A. Liaison entre la cellule présentatrice d'Ag et le Lc¢T. Photographie au microscope confocal de la
présentation d'un Ag par une Cellule Présentatrice d'Antigéne a un LcT naif humain [166, 167].
B. Schéma de la synapse immunitaire. Schéma d'interprétation de la communication entre la CD et le LcT naif.
Les trois signaux pour la maturation du LcT naifs sont: l'interaction entre le Complexe Majeur
d'Histocompatibilité (CMH) présentant le peptide antigénique et le récepteur des cellules T, la co-stimulation par

l'interaction des molécules de co-stimulation et la production de cytokines par la CD permettant la polarisation
du LcT naif [167].
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Figure 18: Mise en place de la réponse adaptative a médiation cellulaire contre Mtb.
Les CD immatures au sein des alvéoles pulmonaires ont la capacité de phagocyter tout corps étranger présent
dans leur environnement. L'internalisation de Mtb déclenche leur activation, elles perdent alors leur fonction de
phagocytose et migrent vers les ganglions lymphatiques drainant. Pendant leur migration, les CD maturent. Dans
le ganglion lymphatique elles activent les LcT naifs. Les LeT ainsi activés migrent sur le site de I'infection dans

le poumon ou ils vont former le granulome mature [168].



Introduction | La TB, infection chronique du poumon

4.3. Les polynucléaires neutrophiles (PNN)

Les PNN sont des cellules sanguines appartenant a la lignée leucocytaire. Ces cellules

qui ont un réle clé dans le systéme immunitaire seront décrites au paragraphe E.

5. Les cellules dendritiques (CD) a l'interface entre immunité innée et adaptative
Les CD permettent le lien entre l'immunité innée et 1'immunité adaptative. Elles se
situent principalement a I'état immature sur les sites en contact avec le milieu extérieur [169].
Contrairement aux autres cellules de I'immunité innée, les CD sont des cellules spécialisées
dans ’apprétement et la présentation d’Ag [170], ce sont des Cellules Présentatrices d'Ag
professionnelles et n'ont pas pour fonction d'éliminer les pathogénes. Les CD expriment les
protéines CD1, nécessaires a la présentation des Ag lipidiques de Mtb [171].
Les CD immatures localisées dans la muqueuse tapissant les parois des alvéoles pulmonaires
[168] phagocytent les mycobactéries [172, 173] et apprétent les Ag et les localisent a leur
membrane en association avec les molécules du Complexe Majeur d'Histocompatibilité
(CMH) de classe I, de classe II ou le CD1 [174, 175]. Pendant ce processus, les CD migrent
vers les ganglions lymphatiques [176] expriment des taux ¢levés de molécules présentatrices
d'Ag [177]. La CD mature établit des interactions efficaces avec les LcT naifs dans la synapse
immunitaire (Figure 17) [177]. Les interactions avec les LcT naifs dans les ganglions
lymphatiques induisent leur prolifération, I'expression de leurs propriétés effectrices et leur
recrutement sur le site de l'infection via la circulation sanguine [170]. C'est la mise en place
de la réponse adaptative spécifique de I'Ag [178], qui aboutit a la formation du granulome

pulmonaire a mycobactéries (Figure 18).

6. Les lymphocytes (Lc) T CD4"

La réponse LcT CD4" est indispensable pour le contrdle de I'infection par Mtb [179].
Dans le modéle murin, une semaine aprés l'infection par Mtb le nombre des LcT CD4" activés
dans le ganglion lymphatique drainant le poumon augmente [180]. Entre deux et quatre
semaines aprés l'infection les LcT CD4" et CD8" migrent dans les poumons, aboutissant a la
formation du granulome pulmonaire a mycobactéries. Ils expriment les marqueurs de LcT
effecteurs / mémoires: CD44", CD45"" et CD62L; indiquant qu'ils ont été activés par des
Cellules Présentatrices d'Ag, notamment les CD [181]. De multiples études dans le modele

murin avec des déplétions des LcT CD4" [182], des transferts adoptifs [183], ou déficientes
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Figure 19: Différenciation des Lc " T helper" naifs (ThO0).
L'activation et la différenciation des LcT ThO en LcT effecteur différent en fonction de la production de
cytokines par la CD. L'IL-12p70 orientant vers une voie Thl, caractéristique de la réponse contre les pathogénes
intracellulaires. L'IL-4 oriente vers une voie Th2, caractéristique de la réponse contre les pathogénes
extracellulaires. L'IL-6 / IL-1, le TGF-B et I'1L-23 orientent vers la voie Th17 qui recrute les PNN actifs contre

les pathogeénes extracellulaires [167].
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en LcT CD4" [184] ont montré que ces cellules sont essentielles au contrdle de l'infection.
Chez I'Homme VIH positif, la perte de LcT CD4" due au virus augmente fortement la
susceptibilité a Mtb [185].

6.1. La voie "T helper" (Th) 1

Lors du contact entre le Lc "T helper" naif (ThO) et la CD mature, en présence de
cytokines spécifiques, les LcT sont polarisés en Le "T helper" (Th) vers différents axes. Pour
la plupart des agents pathogénes intracellulaires, l'orientation de la réponse immune
protectrice est de type Thl, avec la production majoritaire d’IFN-y. La cytokine clé pour la
polarisation Thl est I’Interleukine (IL)-12p70 produite par les CD (Figure 19) [186]. Cette
orientation Thl est indispensable pour la mise en place d'une réponse immune de type
cellulaire permettant le contrdle de 1'infection par Mtb [187]. Les Lc Thl sont caractérisés par

la production importante d'IFN-y et TNF-a [188].

6.1.1. L'Interféron gamma (IFN-y)

Les IFN de type II, dont l'unique représentant est 1'l[FN-y, se fixent sur 1'IFN-yR
possédant deux sous-unités, I'l[FN-yR1 et I'I[FN-yR2 [189]. L’IFN-y joue un réle immuno-
modulateur prédominant. Il est produit par un répertoire réduit de cellules immunitaires, les
LcT et les cellules "Natural Killer" en réponse a une stimulation immunologique ou
inflammatoire. L’IFN-y augmente 1’expression du CMH II et donc la présentation antigénique
[189, 190], ainsi que la production de molécules d’adhésion vasculaires et de chimiokines, ce
qui participe a l'accumulation de Lc sur le site de 1'infection [190]. L'TFN-y possede surtout
des fonctions activatrices sur les MP pour augmenter leur capacités microbicides, ils sont plus
efficaces pour détruire les bacilles tuberculeux. De plus, L'TFN-y est capable de participer lui-
méme a la polarisation des cellules ThO vers la voie Thl, amplifiant ainsi cette polarisation
[189]. La production d'IFN-y est stimulée par 1'L-12p70 alors que I'L-10 inhibe sa
production [191].

La production de I'IFN-y par lesThl1 est indispensable a la protection contre Mtb [187]. Chez
des souris déficientes en LcT CD4" la diminution de la production d'TFN-y corréle avec des
MP moins efficaces contre le bacille [184]. Des souris déficientes pour I'I[FN-y sont plus

sensibles a l'infection par Mtb [192]. Les jeunes enfants présentant des déficiences génétiques
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pour I'IFN-yR [193, 194], STAT-1 [195] ou I'[L12p70 [196] sont plus sensibles a 1'infection
par Mtb ou la vaccination BCG.

De plus I'I[FN-y aide au controle de la TB dans les phases chroniques, dans un modéle murin
d'infection par Mtb, la déplétion dans les phases chroniques en LcT CD4" producteurs d'TFN-y
engendre la réactivation de la TB [197]. Certaines études suggerent que la réactivation de la

TB latente chez I'Homme est en lien avec une baisse de I'lFN-y [198, 199]

6.1.2. Le "Tumor Necrosis Factor alpha" (TNF-a.)

Le TNF-a participe a chacune des étapes de la mise en place et du maintien de
I’immunité anti-mycobactérienne. En effet, lors de I’étape d’immunité innée, il favorise le
recrutement de leucocytes au site de I’infection par la production de chimiokines. L’apoptose
des MP alvéolaires infectés, qui constitue un mécanisme de défense anti-mycobactérienne, est
favorisée en partie par le TNF-a via I’activation de la voie des caspases.

Des souris déficientes en TNF-a ou en TNF-aR meurent rapidement apres 1'infection par Mtb
et ceci est en lien avec une augmentation de la charge mycobactérienne par rapport aux souris
de type sauvage [200]. Par ailleurs dans un modele murin, I’administration d’Ac anti-TNF-a
dans les phases chroniques de l'infection conduit a une réactivation fatale pour I’animal [201].
Chez I'Homme les traitements anti-TNF-a, prescrits contre les inflammations chroniques
séveres, engendrent une réactivation importante de la TB chez les personnes infectées par Mtb
[202], pouvant conduire a des TB disséminées [203]. Sous traitement anti-TNF-o la fusion
phago-lysosomale est inhibée et la production d'IFN-y protecteur diminuée [204]. Le TNF-a
joue un role important dans le maintien du granulome pulmonaire et donc dans la contention
du bacille [200, 205]. Mais l'exces de TNF-a est aussi associ¢ a la destruction du poumon
[165, 206, 207].

Les cytokines pro-inflammatoires de la voie Th1, TNF-a et [IFN-y jouent donc un rdle majeur

dans la protection contre Mtb [192].

6.2. Le paradigme Th1 / Th2

Lors d'infection par des organismes extracellulaires tels que les helminthes, la
production d’IL-4 par CD polarise les ThO vers 1'axe Th2 (Figure 19). Les cellules de type
Th2 produisent majoritairement de I'IL-4, 1'[L-5 et de 1'IL-13, et jouent un rdéle primordial
dans la production d'anticorps (Ac) spécifiques par les LcB [188]. La voie Th2 n'est pas
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Figure 20: Relations ligand-récepteur de la famille des IL-17.
La famille des IL-17 comporte six membres (IL-17A a IL-17F) et cinq récepteurs de la famille des IL-17R ont
été identifiés (IL-17RA a IL-17RE). 1l existe plusieurs combinaisons de sous-unités de récepteurs en hétéro-
diméres et hétéro-trimeres, sur lesquels se fixent les IL-17. Le ligand de I'lL-17RD/RD et de I'lL-17RD/RA,

ainsi que le récepteur pour 1'IlL-17D sont encore inconnus [208].
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indispensable au controle de l'infection par Mtb [187].

L'TFN-y et I'lL-4 sont des antagonistes et donc les voies Th1 ou Th2 sont considérées comme
mutuellement exclusifs. La sécrétion d'IL-4 pourrait donc moduler la croissance
mycobactérienne en modulant I'effet du TNF-a [209].

Le paradigme Thl / Th2, présenté pour la premicre fois par Coffman et Mosmann permet
d’expliquer un grand nombre de phénomeénes de I’immunité adaptative [210, 211], mais
récemment une sous population de Th produisant majoritairement de 1'lL-17A (Th17), a été

découverte [212-214].

6.3. La voie Thl17

La base de cette découverte est que 1'lL-12p40 (sous-unité de 1'hétéro-dimere de 1'IL-
12) est également une sous-unité de 1'L-23 (avec la sous-unité¢ IL-23p19) [215, 216]. Cette
IL-23 amplifie la production d'IL-17A par les Th17 (Figure 19) [217, 218]. Ce nouveau sous-
type de Th a été découvert dans les modeles d'études de la Sclérose En Plaque [219, 220] et
reste souvent associé a l'induction d'inflammations pathologiques [221-224]. Chez la souris, la
voie Th17 est induite par I’IL-6 et le "Tumor Growth Factor" (TGF)-B et chez I'Homme par
I'TL-1P et le TGF-B [225, 226]. La voie Th17 est amplifiée par I'IL-21 et stabilisée par I’IL-23
chez la souris comme chez I’Homme [227].
Dans le contexte des infections pulmonaires par Mtb, les Th17 ont montré un role important
dans la mise en place de la réponse protectrice [228]. Ils produisent les cytokines pro-

inflammatoires, IL-17A et F, IL-21 et IL-22 [229].

6.3.1. La famille des IL-17

La famille des IL-17 a été découverte chez le rongeur [230], puis confirmée chez
I'Homme [231]. Cette famille regroupe six cytokines dont la plus connue est I'lL-17A (ou IL-
17), ainsi que I'IL-17B, C, D, E (ou IL-25) et F (Figure 20) [232, 233]. Ces IL-17 forment des
homo-dimeres, hormis 1'IL-17A et I'IL-17F qui peuvent former un hétéro-dimere [234].
L'hétéro-dimere IL-17A/F est majoritairement produit in vitro par les monocytes humains
[235], mais la forme prédominante in vivo n'est pas clairement définie [236]. Les IL-17A et F
sont treés proches, avec 55% d'homologie de séquence protéique. Elles peuvent toutes deux
étre produites par les Th17, les LcT gamma delta (LcT v9), les cellules "Natural Killer", les
PNN et les éosinophiles [229, 237, 238]. L'IL-17A est produite majoritairement par les LcT

v8 [239, 240].
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Ce sont donc des cytokines pro-inflammatoires produites aussi bien par les cellules de
I'immunité innée que de I'immunité adaptative, suggérant un role clé¢ dans ce passage vers la
réponse adaptative [241, 242].

L'IL-17A est produite de fagon précoce lors d'infections par différents pathogénes comme
Klebsiella pneumoniae [243], Aspergillus fumigatus [244] ou aussi Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa [245, 246]. Elle est également impliquée dans les maladies
chroniques a granulome [247]. Elle induit 1'expression d'une large variété de chimiokines et de
cytokines pro-inflammatoires, comme par exemple le "Granulocyte Macrophage Colony-
Stimulating Factor" (GM-CSF) et le "Granulocyte Colony-Stimulating Factor" (G-CSF),
majeures dans la granulopoi¢se [248]. Ces facteurs de croissance hématopoiétiques sont
indispensables pour la contention du bacille dans le granulome et pour préserver la structure
des alvéoles pulmonaires [249, 250].

Il est a noter que I'IL-17E est une exception car elle est produite uniquement par les cellules
de la voie Th2 [251]. Elle limite la voie Th17 en induisant la production d'IL-13 par les CD
ou en inhibant la production d'IL-23 par les MP [252]. Enfin, la fonction des IL-17B, C et D

est actuellement mal définie.

La voie Thl7 est importante dans la résolution d'infections, en effet les souris
génétiquement invalidées pour 1'[L-17RA souffrent d'une sévére déficience dans la défense
contre les pathogenes, comme Candida albicans [253, 254], Klebiella pneumoniae [255] ou
Toxoplasma gondii [256]. Ceci est corrélé avec un défaut de production en chimiokines
recrutant les PNN, et par conséquent un d¢lai significatif dans leur mobilisation sur le site de
I'infection. Des souris déficientes pour I'L-17A infectées par les mycobactéries ont un
développement anormal du granulome associé a un recrutement diminué des PNN [247, 257].
La voie Th17 induit une réponse cellulaire rapide sur le site de l'infection via le recrutement

de PNN [248, 258], notamment via I'induction de la granulopoi¢se [259].

6.3.2. Les récepteurs aux IL-17

Les récepteurs aux IL-17 sont constitués de cinq sous- unités, dont la plus connue est
la sous-unit¢ RA (IL-17RA). Les autres sous-unités sont I'lL-17RB (ou IL-25R), C, D et E
[208]. Ces sous-unités s'associent pour former des homo-diméres, hétéro-dimeres ou hétéro-
trimeres (Figure 20). L'hétéro-trimeére IL-17RA/RC est le récepteur impliqué dans la

reconnaissance de I'lIL-17A et F.
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Figure 21: Les différents sous types de LcT régulateurs (LcTreg).
Les LcTreg sont classés en fonction de leur origine et de leur mécanisme d'action. Les "thymus-derived Treg
cell" (tTreg) (ou nTreg) dérivent directement du thymus alors que les "peripherally-derived Treg cell" (pTreg)
(ou iTreg) sont issus des Lc ThO de la périphérie. Cette dénomination tTreg et pTreg ne peut étre utilisée que si
la localisation anatomique de développement des Treg est clairement démontrée. Malgré une grande complexité
dans leurs phénotypes, tous les Treg ont des propriétés immunosuppressives via la production de cytokines anti-

inflammatoires comme I'IL-10 et le TGF-( [260].
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La sous-unité IL-17RA est exprimée de facon ubiquitaire [261], alors que la sous-unité IL-
17RC est majoritairement exprimée sur les cellules non immunitaires des tissus, comme les
reconnaissance de 1'IL-17A et F [262], bien qu'avec une plus grande affinité pour 1'IL-17A
[263] cellules épithéliales et les fibroblastes [264]. Cette différence d'expression des sous-
unités d'un méme hétéro-trimere pourrait soutenir un mécanisme de signalisation spécifique
du tissu pour I'IL-17A et / ou F. Chez 'Homme, I'lL-17RA fixe avec une haute affinité 1'[L-
17A et de fagon bien plus faible 1'L-17F, alors que I'lL-17RC fixe avec une plus haute
affinité 1'lL-17F par rapport a I'lL-17A [254]. La situation est légérement différente chez la
souris ou I'[L-17RA lie avec la méme affinité I'L-17A et F; et I'lL-17RC fixant plus
fortement I'IL-17F.

Il existe d'autres hétéro-dimeres récepteurs pour des IL-17, impliquant le plus souvent
la sous-unité¢ IL-17RA, comme par exemple 1'L-17RA/RB récepteur de I'IL-17E [265],
exprimé dans les tissus endocriniens (reins, foie) et les cellules Th2 [266]. L'IL-17RA/RE
récepteur de 1'L-17C, spécifiquement exprimé sur les cellules Th17 serait impliqué dans la
potentialisation de la voie Th17 [267]. La sous-unité IL-17RA serait également impliquée
dans un autre hétéro-dimere récepteur avec I'IL-17RD, mais le ligand est actuellement
indéterminé [268]. L'IL-17RA/RD est le plus ancien hétéro-dimere récepteur de la famille des
IL-17R [269] et les études dans le modele zebrafish montrent une fonction originelle de cette

famille IL-17R dans le controle du développement [270].

6.4. Les LcT régulateurs (LcTreg)

Les LcTreg se caractérisent par leur capacité a inhiber la réponse Th et T cytotoxique.
Ces cellules se distinguent par un profil de cytokines immunosuppressives comme I'IL-10 et
le TGF-B. Deux groupes de LcTreg sont distingués, les "thymus-derived Treg cell" (tTreg)
(ou natural Treg (nTreg)) et les "peripherally-derived Treg cell" (pTreg cell) (ou induced Treg
(iTreg)) [271] (Figure 21).
Les tTreg (ou nTreg) sont des cellules spécifiques des Ag du soi sélectionnés dans le thymus
et représentent 5 a 10% des LcT circulants. Ils expriment les marqueurs CD4™ CD25" et
FoxP3".
Les pTreg (ou iTreg) sont issus de la conversion dun LcT CD4" CD25 FoxP3™ naif en

présence de certaines cytokines inhibitrices en cellules régulatrices. Les pTreg sont
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spécifiques d’Ag non présents dans le thymus tels que les Ag issus de pathogenes [272]. Le
phénotype de ces cellules varie, ce qui rend leur caractérisation difficile.
Un LcT CD4" ayant des propriétés immunosuppressives peut étre considéré comme un

LcTreg mais sans pouvoir affirmer son origine [271].

Les LcT reg jouent un role prépondérant dans le maintien de la tolérance du soi et la
tolérance a la flore commensale a 1'homéostasie, notamment intestinale [273]. Des études
récentes suggerent que les pTreg induits in vivo contre des Ag bactériens favorisent la
persistance du pathogeéne en supprimant la réponse Th1 protectrice [274]. Ainsi, dans le cadre
d'infection par Mtb, les pTreg pourraient empécher la mise en place rapide d'une réponse Thl,
qui favorise normalement 1'élimination du bacille tuberculeux [275]. Chez I'Homme en TB

latente ou active la quantité de LcTreg est plus importante que chez un individu sain [276].

6.4.1. L'L-10

Cette cytokine anti-inflammatoire est produite par de nombreux types cellulaires tels
que les LcT, LeB, mastocytes, €osinophiles, monocytes et MP [277, 278]. Durant l'infection
par Mtb, 1L-10 est produite dans les temps précoces par les cellules my¢€loides
phagocytaires, puis dans les temps tardifs par les LcTreg [279].

Les deux chaines formant le récepteur de I’'IL-10 sont IL-10R1 (ou récepteur de haute
affinité) et IL-10R2 (ou récepteur de basse affinité). Les deux chaines du récepteur a I'lL-10
sont exprimées par la plupart des cellules hématopoiétiques, comme les Lc, monocytes et
PNN.

La premiere fonction décrite a été 1'inhibition de la production de cytokines par des Lc Thl et
les fonctions effectrices des monocytes et MP [280]. Depuis, de nombreuses activités
biologiques de I’IL-10 ont été décrites [281]. Sa fonction principale est 1’inhibition de la
réponse inflammatoire. Ce rdle dans la régulation de 'immunité et de I’inflammation est mis
en évidence in vivo chez des souris génétiquement invalidées pour 1'lL-10 qui développent des
réactions de type Th1 [282] ou Th17 [283] exacerbées, associée a 1I’expression de pathologies
inflammatoires [284, 285].

Des souris exprimant de facon constitutive I'IL-10 sont incapables de contrdler l'infection par
Mtb et développent une réactivation accrue de la TB dans les phases chroniques de l'infection
[286, 287]. Au contraire, dans un modele murin déficient pour 1'IL-10, la mise en place de la

réponse Thl protectrice est plus efficace avec un contrdle amélioré de la dispersion des
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bacilles [288]. La production d'IL-10 peut aider a la survie du bacille et a la chronicité¢ de
l'infection en instaurant un environnement anti-inflammatoire bloquant les mécanismes
mycobactéricides [279, 289].

L’IL-10 inhibe la capacité de présentation des Ag par les MP et les CD [290, 291]. Elle
diminue la production, par les monocytes et les MP activés, de cytokines telles que 1’IL-1,
I’IL-6, I'IL-12, I'IL-18, le GM-CSF, le G-CSF, le M-CSF et le TNF-q; et I'IL-10 elle-méme
[292]. L’IL-10 posséde aussi des effets anti-inflammatoires directement sur les LcT CD4"
[291]. Elle diminue leur production de cytokines pro-inflammatoires ainsi que leur
prolifération. Ces effets anti-inflammatoires sont certainement imputables a sa capacité de
neutraliser les effets de 1’activation de NFxB [293, 294] et donc I'expression de cytokines pro
inflammatoires.

L’IL-10 inhibe également la production de chimiokines impliquées dans le recrutement des
monocytes, CD, PNN et LcT [295]. L’IL-10 peut induire la production d'autres molécules
anti-inflammatoires telles que des antagonistes des récepteurs a I’'IL-1 (IL-1RA) ou au TNF-a
(p55 et p75) [296, 297], mais aussi le TGF-f3 [298].

L'ajout TGF-B a une culture de MP avec Mtb inhibe la phagocytose et I'élimination du bacille
[299]. L'IL-10 et le TGF-B agissent en coopération sur la modulation de la réponse
immunitaire en stimulant les réponses anti-inflammatoires [300, 301]. Ces observations
conferent a I’IL-10 un potentiel anti-inflammatoire important associé a une diminution de la
capacité a éliminer les microorganismes. Ces puissantes capacités anti-inflammatoires sont
indispensables afin de maintenir un équilibre avec les cytokines pro-inflammatoires et ainsi

éviter une exacerbation de l'inflammation délétere pour I'hote.

7. Les LeT CD8”

Plusieurs études ont montré la contribution des LcT CD8" dans la réponse immunitaire
contre Mtb [182, 302-304]. Des souris déficientes pour le CMH I sont plus sensibles a
lI'infection tuberculeuse [305]. Ces cellules exercent une activité cytotoxique contre les
cellules infectées par le bacille [306, 307], via la libération de granules contenant de la
perforine et granulysine [308]. De plus, les LcT CD8" produisent de I'TFN-y [307] qui a un

role majeur contre l'infection mycobactérienne.
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8. Les LcT gamma delta (LcT yd)

Les LcT yd posseédent un récepteur constitué d’une chaine y et d’une chaine 8. Les LeT
10 ne représentent que 1 a 5% des LcT totaux [309, 310]. Ils peuvent néanmoins étre présents
dans les sites épithéliaux et il a été montré que ces cellules s'accumulent dans les 1ésions
occasionnées par Mtb [311].
Les LcT yd humains reconnaissent les phosphoantigénes des mycobactéries [312, 313], des
protéines de la famille des "Heat Shock Protein" (HSP) [314, 315], ainsi que des produits
biologiques des mycobactéries comme les alkyl phosphates chargés négativement [316] et les
alkylamines chargés positivement [317] via le TCR Vy9/V32, ce qui active une production
importante de cytokines pro-inflammatoires [318].
Chez la souris, la nature des ligands mycobactériens reconnus par le TCR des LcT yo,
notamment Vy4/V51l [319], n'est pas clairement définie. Mais la réactivité anti-
mycobactérienne des LcT y0 murins est associée dans diverses études a la famille des HSP
[320].
Bien que le role exact des LcT yo dans I'immunité anti-mycobactérienne se soit pas clairement
établi, il semblerait que ces lymphocytes dits "non conventionnels" jouent un role important
dans les phases précoces de l'infection a Mtb [321]. Les LcT y0 sont une source importante
d'TL-17A chez la souris [238, 247] et chez 1'homme [322]. En plus d’une production
importante de cytokines, les LcT yd sont cytotoxiques et peuvent ainsi lyser les cellules
infectées par les mycobactéries [323, 324]. En outre, les LcT yd ont montré leur capacité a
détruire la forme de Mtb extracellulaire libre par dégranulation de granulysine et perforine
[324].
De plus, dans un modele de souris déficiente pour les LeT yo la formation des granulomes
semble altérée [325]. Malgré ces observations, des études in vivo montrent que les LcT yd ne

seraient pas indispensables pour le controle de 1'infection a Mtb [325, 326].

9. Les LcB

Le r6le principal des LcB est de produire des Ac. La réponse immunitaire cellulaire est
plus importante dans le controle de l'infection par Mtb que la réponse humorale. Cependant,
des souris ayant regu par voie intranasale des IgA anti-o-crystalline montrent une protection
plus ¢élevée que des souris contrdle, a court terme contre l'infection par Mtb [327]. Chez
I'Homme, des IgG protecteur anti-Ag85 de Mtb ont été observés dans une population indienne

40



Introduction | La TB, infection chronique du poumon

Tableau 6: Liste de chimiokines de la classe CXC (classe a) et de leurs récepteurs.
Toutes les chimiokines qui attirent les PNN possédent un motif CXC et appartiennent donc a la classe o des

chimiokines. Chez la souris, CXCL-1, 2, 5 et 15 semblent le plus souvent impliqués dans le recrutement des

PNN pulmonaires [328-330].

Nom(s) commun(s)

Classe | Chimiokines Humain Souris Produite par Récepteurs Cellules attirées Effets principaux
CXC CXCL-1 GROw KC Monocytes, Fibroblastes, | CXCR-2 > CXCR-1 PMN, LcT naifs, Active les PMN, Fibroplasie,
Classe o Endothélium Fibroblastes Angiogenése
CXCL-2 GROB MIP-2 Monocytes, Fibroblastes, CXCR-2 PMN, LeT naifs, Active les PMN, Fibroplasie,
Endothélium Fibroblastes Angiogengse
CXCL-3 GROy GRO Monocytes, Fibroblastes, CXCR-2 PMN, LcT naifs, Active les PMN, Fibroplasie,
Endothélium Fibroblastes Angiogenése
CXCL-4 PF-4 PF-4 Inconnu
CXCL-5 ENA-78 LIX CXCR-2 PMN
CXCL-6 GCP-2 GCP-2 CXCR-1, CXCR-2
CXCL-7 NAP-2 Inconnu Plaguettes CXCR-2 PMN Active les PMN, Résorbtion du caillot

Angiogéngse

CXCL-8 IL-8 Inconnu Monocytes, Macrophages, | CXCR-1, CXCR-2 PMN, LcT naifs Mobilise, active et dégranule les PMN
Fibroblastes, Kératinocytes, Angiogénése

Cellules endothéliales

CXCL-9 Mig Mig CXCR-3
CXCL-10 IP-10 IP-10 Kératinocytes, Monocytes, CXCR-3 LcT, Cellules NK, Immunostimulant Thl, Anti-angiogéne
LcT, Fibroblastes, Monacytes
Endothélium
CXCL-11 I-TAC I-TAC CXCR-3
CXCL-12 SDF-10/B SDF-1 Cellules stromales CXCRA | LeT naifs, Progéniteurs des Leg | D eioppement d‘z LeB, Recrutement
CXCL-13 BCA-1 BLC Cellules stromales CXCR-5 LcB Recrutement des Lc
CXCL-14 BRAK BRAK Inconnu
CXCL-15 Inconnu Lungkine Inconnu PMN

CXCL-16 SR-PSOX Inconnu CXCR-6
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au Mexique [331]. Les Ac spécifiques anti-Mtb pourraient avoir un role bénéfique au cours de
l'infection par le bacille tuberculeux [332].

Des modeles de déplétion en LcB montrent un impact sur la voie inflammatoire Th17 [333,
334]. Dans un modele de souris déficientes en LcB, une inflammation exacerbée a été
observée, corrélée avec un recrutement de PNN augmenté [335].

Récemment, une étude a montré que les LcB  seraient impliqués indirectement dans le

recrutement en PNN via la régulation négative de la production d'IL-17A [336].

C. Les chimiokines

1. Chimiokines et récepteurs

Les chimiokines possédent un motif de quatre cystéines en position N-terminale
hautement conservées et séparées par un simple résidu pour les chimiokines CXC (ou sous
classe a), ou bien le résidu est adjacent aux cystéines pour les chimiokines CC (ou sous classe
B). Durant l'infection par les mycobactéries, 1'établissement d'un gradient de chimiokines
permet le recrutement de cellules inflammatoires, crucial dans l'agrégation de cellules
aboutissant a la formation du granulome.
Les chimiokines CXC sont responsables du recrutement des PNN. Elles forment une famille
hétérogéne de 16 protéines (CXCL-1 a 16). Peu de récepteurs aux chimiokines ont été
identifiés (CXCR-1 a 6), une chimiokine peut se lier et agir au travers de plusieurs récepteurs
[337] (Tableau 6). Cette complexité rend difficile la définition du réle de chacune dans la
réponse anti mycobactérienne et dans la formation du granulome.
Chez les patients atteints de TB active, une forte concentration de CXCL-8 (ou IL-8) est
retrouvée dans les LBA [338], ainsi que dans le liquide cérébrospinal de patients ayant une
TB méningée [339]. Chez la souris exposée par voie intranasale a de la tuberculine de Mtb, de
fortes concentrations de CXCL-1 (ou KC), 2 (ou MIP-2) et 5 (ou LIX) sont produites apres

48h [340]. Ces chimiokines recrutent des PMN sur le site de l'infection pulmonaire.

2. Les chimiokines recrutant les PNN

Chez 'Homme, CXCL-8 a été la premiere chimiokine identifiée dans le recrutement

des PNN. Elle est produite dans le surnageant de monocytes stimulés par du LPS. In vitro, les
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Figure 22: Evolution de la pathologie tuberculeuse.
Apres un contact avec Mtb, la réponse immunitaire innée parvient a éliminer les bacilles dans 70% des cas. Ceci
est majoritairement di aux capacités mycobactéricides du MP. Dans 30% des cas, Mtb persiste dans les alvéoles
pulmonaires. La mise en place de la réponse immunitaire adaptative aboutit a la contention des bacilles dans le
granulome dans 95% de ces cas. La TB latente peut durer toute la vie du patient, mais dans certaines conditions
défavorables, la TB est réactivée. Seulement 10% des individus développent une TB active, 5% directement lors
de la primo-infection et 5% tout au long de leur vie lors de la réactivation d'une TB latente. Lors de la TB active,
les bacilles sont majoritairement localisés dans les poumons et peuvent étre excrétés pour contaminer d'autres

individus. Certaines formes de TB extra-pulmonaire sont plus défavorables pour la survie du patient.
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cellules épithéliales alvéolaires humaines (lignée A549) produisent du CXCL-8 en réponse a
Mtb [341, 342].Chez la souris les chimio-attractants majeurs des PNN pulmonaires sont:
CXCL-1, 2, 5 et 15. Elles sont produites par les cellules de I'immunité innée présentes dans
les tissus et donc en contact avec l'agent pathogene, incluant les MP, les monocytes, les
cellules épithéliales et les PNN eux-mémes [343-345]. Les chimiokines interagissent avec le
récepteur CXCR-2, activant les PNN et engendrant leur adhésion a la surface de 1'endothélium

[346, 347].

Ces CXC chimiokines ont un role crucial mais non exclusif dans le recrutement et
l'activation des PNN circulants [348, 349]. D'autres familles de protéines comme les cytokines
pro-inflammatoires, des molécules d'adhésion, les métalloprotéinases matrice (une sous-
famille des chimiokines) peuvent également participer au recrutement des PNN [350-352].
L'activation des TLR présent sur les cellules épithéliales par les PAMP, augmente 1'expression

de molécules d'adhésion qui permettent le recrutement direct de PNN [353].

D. Physiopathologie et formation du granulome

1. Physiopathologie

La TB est une pathologie principalement pulmonaire, sur les 10% développant une TB
active, 85% des individus immuno compétents ne développeront pas de formes extra
pulmonaire [354]. Mais dans certains cas de TB extra-pulmonaires, les bacilles se retrouvent

dans d'autres organes, notamment les formes gravissimes de TB méningée [355].

1.1. La TB latente

La contamination pulmonaire par Mtb est due a l'inhalation de gouttelettes de Pfliigge
contenant le bacille infectieux. Ces gouttelettes d'eau microscopiques en suspension dans 1'air,
forment un aérosol et sont expulsées lors de la toux d'un individu atteint de TB active. Un a
trois bacilles suffisent a infecter un nouvel hote [356]. Apres avoir été inhalés, les germes
transitent dans les voies aériennes supérieures, la trachée, les bronches, et pénetrent dans les
alvéoles pulmonaires. Le cycle infectieux de Mtb est rythmé par la réponse immunitaire et les

mécanismes mis en place par les mycobactéries pour la déjouer.
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Figure 23: Le cycle infectieux de Mtb.

L'inhalation de quelques bacilles tuberculeux suffit & infecter un individu. Dans la majorité¢ des cas l'individu

immunocompétent est capable de contenir l'infection. La mise en place de la réponse immunitaire induit la

formation du granulome pulmonaire. Mais au cours de la vie de l'individu infecté, une immunodéficience peut

étre la cause d'une réactivation de la TB avec la perte de la fonction de contention du granulome. L'individu

développe alors la TB active et devient contagieux [357].
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Les MP alvéolaires phagocytent et détruisent les bacilles tuberculeux. Dans pres de 70% des
cas, cette étape d’immunité innée suffit a résoudre l'infection. En effet, seulement 30% des
individus en contact avec le bacille montrent des signes immunologiques d'infection et
deviennent positifs a I'IDR (Figure 22) [358]. Si les mycobactéries persistent, I’immunité
adaptative est déclenchée. Les CD ayant phagocyté Mtb migrent vers le ganglion lymphatique
drainant ou elles jouent un role de présentation des Ag aux LcT CD4" et CD8' naifs
conduisant a leur activation et a leur prolifération. Une fois activés, ces LcT affluent sur le
poumon. Les LcT CD8” cytotoxiques sécrétent des facteurs bactéricides qui aident les MP a
contenir les mycobactéries. L activation des LcT CD4" conduit & un profil de différenciation

Th1 et Th17 caractérisé par la production d'IFN-y / TNF-a et IL-17A respectivement.

Au terme de ces étapes, dans pres de 95% des cas, le granulome se forme correctement
et l'individu ne développe pas de TB active. Cependant, les bacilles sont toujours présents,
majoritairement dans les MP infectés entourés de LcT et de fibroblastes, c'est la TB latente.
L'individu est alors un porteur asymptomatique de bacilles tuberculeux, état pouvant durer
plusieurs dizaines d'années [359-361]. Ces porteurs asymptomatiques qui représentent 1/3 de

la population mondiale font de I'Homme un vaste réservoir pour Mtb [362].

1.2. La TB active

Chez prés de 5% des patients en TB latente a 'occasion d'une immunosuppression de
diverses origines: vieillissement, traitement corticoide ou thérapie anti TNF-a [363], le bacille
se multiplie a nouveau. Cette réactivation de la TB peut survenir plusieurs dizaines d'années
apres l'infection initiale [364]. Elle survient en cas de défaillance des mécanismes de défense
par les effets d'une immunosuppression D'autres facteurs aggravants sont le tabac, 1'alcool ou
le diabete [365, 366] (Figure 23). L'immunodéficience induite par le VIH augmente
considérablement le risque de développer une TB active, 10% des individus co-infectés par le
VIH et Mtb développent une TB active dans l'année suivant la co-infection, alors que les
individus infectés uniquement par Mtb montrent 10% de risque de développer la forme active
tout au long de leur vie [56, 57]. Ceci est dii a la destruction des LcT CD4" par le virus,
cellules indispensables a la formation du granulome [367]. Le développement de l'infection

par Mtb fragilise aussi 1'hote et accélére la progression vers le SIDA [58].
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Figure 24: Schéma de la structure d'un granulome pulmonaire.
Le granulome tuberculeux est un agrégat compact et organisé de MP entourés de Lc. D'autres types cellulaires se
retrouvent également dans cette structure, comme les PNN, CD, cellules Natural Killer et fibroblastes. Des
cellules épithéliales s'agglomerent autour du granulome (non montrée sur ce schéma), formant une couronne

participant également au maintien du granulome mature. Mtb se retrouve majoritairement dans la zone centrale

plus ou moins caséifiée [368].
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De plus, cette co-infection augmente la proportion d'individus développant des TB extra
pulmonaires [55].

Les patients en TB active peuvent montrer différents symptomes: toux persistante, anorexie,
perte de poids, douleur dans la poitrine et sueurs nocturnes. Mais ces symptomes peuvent étre
totalement absents, tout particulicrement dans les premiers stades du développement de la

maladie [364].

2. Granulome pulmonaire

2.1 Cellules impliquées

La réponse immunitaire adaptative forme le granulome pulmonaire. Il est constitué
d'une zone centrale plus ou moins caséifiée [369], comprenant majoritairement des MP; mais
aussi des Cellules Multinuclées Géantes, des cellules épithélioides, des CD et des PNN,
entourée d'une couronne de fibroblastes, LcT et cellules épithéliales [370, 371] (Figure 24).
Les MP "spumeux" (ou "foamy macrophages") contiennent de nombreux granules lipidiques,
pouvant constituer un réservoir de nutriments utilis¢ par Mtb lors de sa persistance a long
terme [372]. Les Cellules Multinuclées Géantes résultent de la fusion de plusieurs MP et sont
une marque caractéristique des structures granulomateuses [373, 374]. Les cellules
¢épithélioides ont une morphologie différente des MP et ressemblent a des cellules épithéliales.
Le granulome est une structure cellulaire clé dans la contention et la destruction du bacille

[375].

2.2. Formation du granulome

La formation du granulome peut se définir en plusieurs étapes: l'initiation, la
maturation puis la résolution ou la calcification [376]. L'initiation a lieu dans les alvéoles
pulmonaires, lors de la phagocytose des bacilles par les MP a l'intérieur desquels ils survivent
et se multiplient. La sécrétion de cytokines et chimiokines, par les cellules de I'immunité
innée présentes sur le site de l'infection, conduit au recrutement des monocytes et LcT CD4"
et CD8" [377, 378]. L'afflux des LcT est responsable de la destruction de la plus grande partie
des bacilles et aboutit a la maturation du granulome [184, 379].
Les cytokines pro-inflammatoires de type Thl (IL-12, IFN-y et TNF-a), sont indispensables
pour le maintien de la structure du granulome pulmonaire & Mtb [380-382]. Dans d'autres

types de granulomes, comme par exemple ceux induits par des helminthes, d'autres cytokines
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Figure 25: Destruction pulmonaire associée a la TB.
La réactivation de la TB est généralement associée a des 1ésions cavitaires localisées aux segments supérieurs
des lobes ou aux apex pulmonaires. Lorsqu'une Iésion tuberculeuse érode l'arbre bronchique, le matériel

nécrotique de la 1ésion s'écoule et ainsi fait apparaitre 1'aspect d'une "caverne tuberculeuse" [383].

Tableau 7: Les différents modeles animaux pour 1'étude de la TB.

Avantages et inconvénients des différents modéles animaux pour 1'étude de la TB [384].

Souris Cobaye Lapin Macague Cynomolgus | Macagque rhesus
Sensibilité a l'infection + + + +H +HH+
Tuberculose extra-pulmonaire + + + + ++
S a .
2 = |Formation du granulome + ++ + ++ ++
W m
B £ |Nécrose et caséification - + + + +
T wm
g @ Formation de cavemes tuberculeuses - - + + +
Hypersensibilité retardée +/- + ++ - -
Protection par le vaccin BCG + ++ +H+ +
=z |Réactifs immunologiques - + ++ + ++
£ 5
= £ |Lignées consanguines + - - - -
5
- &
= |Animaux génétiqguement invalidés + - - - -
a -
¢ |Espaces requis + ++ HH o o+
Iz
5 @ |Coltd'achat des animaux + + +H+ HH ot
3 E
g Colt de la maintenance + ++ -+ i+ +HH+
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inflammatoires de type Th2 sont requises (IL-4, IL-5 et IL-13) pour le maintien de la structure
[385].

Une fois que le rdle de contention et destruction du granulome est accompli, la structure peut
se disperser. Mais le granulome a Mtb est parfois insuffisant pour 1'élimination compléte du
bacille et I'accumulation du recrutement de fibroblastes entourant le granulome forme une
structure fibreuse. Les cytokines comme, 1'IL-4, 1'lL-13 et le TGF-$ régulent l'activation des
fibroblastes ainsi que la formation et le dépot des molécules de collagéne (Figure 24) [386,
387]. L'intérieur du granulome peut ainsi évoluer vers la caséification, engendrant
progressivement la destruction du tissu. Cette destruction tissulaire est a la base des
symptomes dans les pathologies granulomateuses. Le caséum de la zone centrale peut se
liquéfier et s'écouler lors de la rupture de la structure du granulome. Il en résulte 1'apparition
de Iésions appelées "cavernes tuberculeuses" [372] (Figure 25).

Le granulome peut étre défini comme un pacte immunitaire entre la mycobactérie et son hote
ou I’équilibre entre le contrdle des bacilles et la destruction des tissus se réalise. Donc malgré
un role protecteur, le granulome est aussi le lieu d’une réaction inflammatoire qui, quand elle

est exacerbée, aboutit a la destruction des tissus.

2.3. Modéele d'étude

Plusieurs modeles animaux peuvent étre employés pour 1'é¢tude de la TB: la souris, le
cobaye, le lapin et le primate. Chacun de ces modeles présente des avantages et inconvénients
(Tableau 7). Le cobaye et le lapin sont des animaux intéressants pour étudier la
physiopathologie de l'infection tuberculeuse car ils développent les différents stades de la
maladie observés chez I'Homme, comme la caséification jusqu'a l'apparition de cavernes
tuberculeuses pour le lapin. Toutefois le colit élevé de ces animaux et leur maintenance, ainsi
que la faible disponibilité en lignées génétiquement invalidées limitent 1'utilisation de ces
deux mode¢les. Bien que les primates non humains soient susceptibles a la TB, ces especes ont
été peu exploitées pour 1'étude de la TB pour les mémes problématiques.

La souris présente de nombreux avantages comme l'existence de différentes lignées
consanguines et la disponibilité de nombreux outils immunologiques pour la détection ou la
quantification des réponses induites par l'infection. La souris est un modele adapté pour la
caractérisation des événements immunitaires se mettant en place au cours de l'infection

pulmonaire par Mtb.
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Figure 26: Le polynucléaire neutrophile (PNN).
Photographie en microscopie électronique a transmission et schéma d'interprétation d'un PNN. En plus des lobes
caractéristiques du noyau polylobé, de nombreux granules sont visibles dans le cytoplasme, correspondant aux

granules primaires et secondaires [388].
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Figure 27: Les PRR présents sur les PNN.

Les PNN possedent plusieurs PRR a leur surface ou dans les endosomes permettant la détection de nombreux

PAMP [137].
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E. Les granulocytes

1. Les PNN

1.1. Une cellule pour tuer

Le PNN est communément caractéris€é par son noyau polylobé et la présence de
nombreux granules cytoplasmiques (Figure 26). Les PNN constituent la plus importante
population leucocytaire du sang circulant (60 a 70% des leucocytes sanguins chez 1'Homme)
et représentent les principales cellules phagocytaires dans la circulation sanguine. Les PNN
contiennent quatre types de granules: primaires (ou granules azurophiles), secondaires (ou
granules spécifiques), tertiaires (ou granules gélatinases) et les vésicules sécrétoires. La
formation de ces divers granules est initiée au stade précoce de la différentiation du PNN dans
la moelle osseuse. Ils sont classés en fonction de leur contenu protéique et leur capacité a étre
exocytés aprés I’activation du PNN par un stimulus inflammatoire [389]. Les granules
primaires contribuent a la dégradation intracellulaire des microorganismes et a 1’élimination
du pathogéne a I’intérieur du phagolysosome. Ils sont définis par leur haut contenu en
My¢loPerOxydase (MPO), azurocidine et sérine-protéase [390]. Les granules secondaires et
tertiaires sont dépourvus de MPO mais sont fortement concentrés en lactoferrine et en
gélatinase [389]. Les vésicules sécrétoires contiennent de 1’albumine sérique et présentent un
contenu protéique faible. Toutefois, elles fournissent un réservoir important en composants
membranaires [391].
Les PNN expriment un large panel de PRR permettant une réponse rapide et adaptée [137].
Ces PRR sont importants pour l'activation des PNN et I'établissement rapide de la réponse
immunitaire de I'hote (Figure 27). Le signal médié par la détection d'un PAMP par ces PRR
permet une régulation fine des mécanismes microbicides mis en jeu par le PNN. La présence
de ces PRR n'est toutefois pas toujours clairement établie sur les PNN humains et murins
(Tableau 8).
A la suite de la reconnaissance du corps étranger, les PNN D’internalisent et amorcent divers
mécanismes pour le détruire. L’efficience anti microbienne des PNN dépend de deux
évenements qui se produisent au niveau du phagolysosome: la génération de "Reactive
Oxygen Species" (ROS) [391] suite a I'activation de la "Nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate" (NADPH) oxydase et le relargage du contenu enzymatique et protéique des
granules dans le phagolysosome [392].
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Tableau 8: Principaux PRR et fonctions chez les PNN.

* Détection de mRNA mais pas l'expression de la protéine. ® L'expression de la protéine n'est pas démontrée mais

la sensibilité au ligand ou I'utilisation de souris déficientes pour ce récepteur suggére sa présence. © Des données

contradictoires existent sur l'expression de la protéine [137].

Expression

Réponses obtenues

TLR1

Homme

. b
Souris *

Dégranulation

Phagocytose

Inhibe l'apoptose

Formation de NETs

Migration

Production de cytokines pro-inflammatoires

Chez la souris, en synergie avec les léctines de type C: production d'IL-10

TLR2

Homme

. b
Souris

Dégranulation

Phagocytose

Régulation de 'apoptose

Formation de NETs

Migration

Production de cytokines pro-inflammatoires

Chez la souris, en synergie avec les léctines de type C: production d'TL-10

TLR4

Homme

Y
Souris *

Dégranulation

Phagocytose

Inhibe l'apoptose

Formation de NETs

Migration

Production de cytokines pro-inflammatoires

Chez la souris. en synergie avec les léctines de type C: production dTL-10

Expression |Réponses obtenues
Dectin-1  |Homme Phagocytose
Souris Degranulation
Chez la souris: production de cytokines pro-inflammatoires
et en synergie avec les TLRs, production d'IL-10
Dectin-2 |[Homme ? [Pas de fonctions actuellement decrites
Souris 7 °
Mincle Homme Phagocytose
Sonuris Degranulation
Chez la souris: production de cytokines pro-inflammatoires
et en synergie avec les TLRs, production d'IL-10
NOD1 Homme ?  |Phagocytose
Souis * Migration
NOD2 Homme Phagocytose
Souris © Degramulation

TLRS

Homme
Souris

Dégranulation

Phagocytose

Inhibe l'apoptose (fagelline monomérique uniquement)
Formation de NETs

Production de cytokines pro-inflammatoires

TLR6

Homme *
Souris 7

Dégranulation

Phagocytose

Inhibe I'apoptose

Formation de NETs

Chez Homme: production de cytokines pro-inflammatoires

TLR7

Souris *?

Production de TNF-a

TLRS

Homme
Sours 7

Dégranulation

Phagocytose

Inhibe l'apoptose

Formation de NETs

Migration

Production de cytokines pro-inflammatoires

TLR9

Homme

Souris *

Chez 'Homme: dégranulation

Phagocytose

Inhibe I'apoptose

Formation de NETs

Migration

Chez Homme: production de cytokines pro-inflammatoires

TLR10

Homme *

Souris 7

Pas de fonctions actuellement décrites
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Puis, le PNN dégranule, c'est a dire libére le contenu des granules dans le phagolysosome ou
dans le milieu extracellulaire [393]. La dégranulation est un événement clé de D’activité
microbicide du PNN [394], mais des dégranulations trop importantes dans le milieu extérieur
engendrent une destruction tissulaire. Les phagolysosomes ont un role clé dans le processus
microbicide parce qu'ils constituent un espace fermé dans lequel le pathogene est exposé a des
substances toxiques, ce qui limite les dégats tissulaires. La séquestration intracellulaire des
microorganismes induit la fusion des granules du PNN avec le phagolysosome et le relargage
des peptides antimicrobiens, protéases et de ROS.

Chez I'Homme les PNN produisent des oa-défensines [395] localisées dans leur granules
primaires [396]. Ces petits peptides antimicrobiens peuvent aider a la phagocytose, induire
l'activation et la dégranulation et affecter la production de CXCL-8 [397, 398]. De plus,
certaines études montrent que ces a-défensines ont un rdle dans I'établissement de la réponse
immunitaire adaptative en participant au recrutement de CD immatures et de LcT [399, 400].
La production exacerbée d'a-défensines par le PNN est associée a la destruction pulmonaire

[401]. Cette production d'a-défensines est présente entre autres chez le lapin [402] et le rat [403], mais

pas chez la souris [404].

1.2. L'hématopoiese

Les PNN sont issus de la différenciation et de la maturation de cellules souches
pluripotentes de la moelle osseuse. Le développement et la maturation des granulocytes dans
la moelle osseuse se produit en deux phases: une phase mitotique et une phase non mitotique.
Chacune d’elle dure approximativement une semaine. Au cours de la phase mitotique, le
premier précurseur, le myéloblaste, se différencie en promyélocyte, puis en my¢€locyte. A ce
stade de développement de la lignée myéloide, la prolifération des cellules par mitose prend
fin et les my¢€locytes se différencient en PNN dans lesquelles apparait un noyau multilobé
(Figure 28). Ce processus de différentiation est régulé par des facteurs de croissances
hématopoiétiques. L'IL-17A induit la production de facteurs de croissance hématopoiétique,
notamment G-CSF, par les cellules stromales de la moelle osseuse [248]. Ce G-CSF est un
régulateur essentiel de la production et de la libération dans la circulation sanguine de PNN
[405]. 1l influence aussi la survie et les fonctions des PNN mature [406].
Les PNN passent ensuite dans la circulation sanguine avec une demi-vie courte, estimée a 8h

chez I'Homme et 12h chez la souris [407].
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Figure 28: Schéma de I'hématopoiese.
Lors de la phase mitotique, les cellules souches sanguines se différencient en myéloblastes puis en myélocytes.
A ce stade la phase de prolifération des cellules par mitose prend fin et les myélocytes se différencient en

granulocytes: basophiles, éosinophiles et PNN [408].
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Figure 29: Schéma du recrutement des PNN sur le site inflammatoire.
A T’approche du site inflammatoire, le PNN entrent en contact avec I’endothélium activé. Les interactions
réversibles entre les sélectines et leurs ligands ralentissent la course du PNN et le mettent en contact avec les
stimulis inflammatoires exposés par 1’endothélium, responsables de son adhésion ferme. Au niveau d'une
jonction endothéliale et en collaboration avec le PNN, les cellules endothéliales desserrent leurs jonctions, lui
permettant de progresser a travers ’endothélium vers la matrice. La migration dans la matrice met en jeu des

récepteurs aux ligands matriciels et chimio-attractants des PNN [409].
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1.3. Le recrutement du PNN

Les PNN sont les premieres cellules immunitaires recrutées sur un site d'infection ou
d'inflammation et contribuent activement a la premiére ligne de défense de 1’organisme. Le
recrutement de PMN se fait suivant le gradient des chimio-attractants, puis pour joindre le site
inflammatoire ils traversent I'endothélium vasculaire. Cette migration trans-endothéliale est
initiée par des changements de la surface de 1'endothélium résultant de la stimulation par des
médiateurs de l'inflammation [410, 411]. Les différentes ¢étapes impliquées dans le
recrutement des PNN sur le site infectieux sont : le roulement, 1’adhésion a 1’endothélium

vasculaire et la migration trans-endothéliale [412] (Figure 29).

1.3.1 Roulement ou "rolling"

L’initiation de la migration des PNN commence par leur recrutement dans la
circulation sanguine et leur roulement tout au long de la paroi des vaisseaux sanguins. Ce
processus implique de multiples adhésions et ruptures de liaisons réversibles et de faible
affinité entre les PNN et les cellules endothéliales [413]. Ces liaisons mettent en jeu des
molécules d’adhésion transmembranaires, les sélectines [414, 415], qui localisées sur la
plupart des cellules endothéliales [416]. Ces molécules sont responsables de 1’adhérence de

faible affinité et du roulement des PNN a la surface des cellules endothéliales.

1.3.2. L'adhésion ferme

L’initiation de la seconde €tape de la migration des PNN, met en place des interactions
de forte affinité entre les intégrines activées a la surface des PNN et leurs ligands a la surface
des cellules endothéliales [417]. Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires
hétéro-dimériques exprimées par les cellules de la lignée hématopoiétique [418]. L activation
des intégrines présentes sur les PNN augmente leur affinité pour leur ligand a la surface de
I’endothélium, I"Intercellular Adhesion Molecule 1" (ICAM-1) [419]. Cette interaction forte
stabilise 1’adhésion des PNN sur I’endothélium, ils adhérent alors fermement et s’arrétent

totalement [420].

1.3.3. Transmigration de 1'endothélium

A la suite de leur arrét sur I’endothélium, les PNN migrent a travers la paroi des

vaisseaux vers le tissu. /n vitro, et bien que non confirmé in vivo, il a ét€ montré que ce
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Figure 30: Processus de NETose.

Sous l'influence de stimulations par des PAMP ou de I'environnement en cytokines / chimiokines, les PNN
peuvent produire des "Neutrophil Extracellular Traps" (NET). La "NETose" consiste en la décondensation de la
chromatine et la désintégration de la membrane nucléaire. Le contenu du noyau et des granules va ensuite étre

expulsé vers le pathogene. La formation des NET est associée a la destruction des pathogénes [421].
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passage au travers de l'endothélium est paracellulaire, entre deux cellules épithéliales, ou
trans-cellulaire via une cellule épithéliale [422, 423]. Le passage paracellulaire semblerait étre
privilégié par les PNN [424].

Les PNN activés expriment en abondance des récepteurs aux chimiokines a leur surface et se
déplacent en suivant le gradient chimio-tactique. Une fois sur le site de l'infection les PNN

vont pouvoir éliminer les pathogénes.

1.4. Mort des PNN

Durant l'inflammation, la plupart des PNN meurent dans le tissu et sont pris en charge
par les MP. Il a ét¢ montré chez la souris que les PNN recrutés dans le tissu peuvent retourner
dans la circulation sanguine [423]. La transmigration inversée des PNN est également
observée chez 'Homme dans des cas de polyarthrite rhumatoide, mais sans que l'on

comprenne le role de ce mécanisme.

Dans des conditions physiologiques les PNN sont majoritairement éliminés de la circulation
dans le foie, la rate et la moelle osseuse [425, 426]. Une augmentation de l'expression du
CXCR-4 est observée sur les PNN agés, les guidant vers la moelle osseuse pour 1'élimination

[427].

1.4.1. "Neutrophil Extracellular Traps" (NET)

Récemment les "Neutrophil Extracellular Traps" (NET) ont été découvertes, les NET

sont un réseau complexe de protéines, d'ADN, du contenu des granules et des enzymes que
les PNN dégranulent contre les agents pathogénes [428]. Le processus amenant a la formation
de NET est appelé "NETose" (Figure 30). Ce mécanisme est présent dans de nombreuses
espéces de vertébrés [429-431], insectes [432] et plantes [433]. D'autres granulocytes
(mastocytes et éosinophiles) peuvent €¢galement produire des NET [434, 435]. De plus, la
production de NET par des MP humains issus du sang périphérique de donner sains en
réponse a Mtb a été décrit [436].
Les PNN humains, issus du sang circulant sont capables de produire des NET contre Mtb,
mais sans étre capable de détruire le bacille [437]. Egalement, les NET produits par les PNN
humains en réponse a Mtb induisent la production de cytokine IL-1fB, IL-6, TNFa et anti-
inflammatoire IL-10 par les MP [438]. La formation exacerbée de NET dans le cadre
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Figure 31: Les ""Myeloid-Derived-Suppressor Cells" (MDSC).
Photographie en microscopie optique de MDSC aprés une coloration May-Griinwald Giemsa. De phénotype
hétérogene ces cellules immatures d'origine myéloide sont monocytaires ou granulocytaires. Le noyau en forme

de "beignet" est caractéristique des cellules myéloides immatures de la moelle osseuse [439, 440].
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d'inflammations chroniques pourrait jouer un rdle dans l'instauration de pathologie auto-

immune et engendrer des dégats tissulaires [441].

1.5. Evolution des marqueurs utilisés

Les PNN expriment tous CD11b (aussi connu sous le nom de aM-intégrine) mais sous
certaines conditions, il est possible d'observer des différences phénotypiques, plus
particulierement dans les récepteurs aux chimiokines [442]. Les marqueurs de surface les plus
communément utilisés pour définir les PNN chez la souris sont CD11b et Grl. Grl est
exprimé sur les granulocytes et monocytes dans la moelle osseuse et les tissus. Il correspond a
deux protéines glycosylphosphatidylinositol ancrées dans la membrane: Ly-6C et Ly-6G.
Bien que l'expression de Ly-6G soit restreinte aux PNN [443], Ly6C est largement exprimé
sur les cellules immunitaires, incluant les CD, LcT et les monocytes. Chacune de ces deux
molécules peut étre détectée individuellement par des Ac spécifiques [444]. Une autre
population cellulaire, récemment mise en lumicre dans les cas d'infections, les "Myeloid-
Derived-Suppressor Cells" (MDSC) portant également les marqueurs CD11b et Grl. La
plupart des études anciennes utilisant 1'Ac RB6-8C5, fixant les PNN doivent donc étre
revisités. En effet, les cellules marquées Grl™ peuvent étre soit des PNN, soit des monocytes

inflammatoires, soit des MDSC [445].

2. Les "Myeloid-Derived-Suppressor Cells" (MDSC)

2.1. Une population hétérogene

Les MDSC représentent un groupe hétérogene de cellules myéloides immatures. Dans
des conditions normales les MDSC représentent 20 a 30% des cellules de la moelle osseuse
de souris, mais ne représentent plus que 2 a 4% des cellules du sang [446, 447]. La maturation
de ces cellules dans des conditions non physiologiques peut étre bloquée, il en résulte alors
une expansion clonale anormale et une différenciation possibles en MDSC. Ces MDSC, sont
décrites depuis plus de 25 ans chez des patients atteints de cancer [448-450], mais leur role

dans la réponse immunitaire n'a été décrit que récemment [451].

2.2. Phénotype
L'aspect phénotypique des MDSC est variable (Figure 31). Les MDSC forment un
groupe hétérogéne de cellules ayant la morphologie de granulocytes ou de monocytes, mais

elles
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présentent un défaut d'expression des récepteurs caractérisant normalement les PNN, CD ou
MP matures [452].

Récemment 1'hétérogénéité des MDSC chez la souris a été définie par 1'étude de I'expression
du Grl. Les MDSC de la lignée granulocytaire (G-MDSC) sont CD11b" Ly6C™ Ly6G" et les
MDSC de la lignée monocytaire (M-MDSC) sont CD11b" Ly6Cint Ly6G’. Les G-MDSC ont
une granulosité supérieure aux M-MDSC [453]. Cette définition peut varier suivant les
différents modéles d'étude et dans certaines conditions. Par exemple le récepteur CD80 (ou
B7.1) [454], CD115 (ou M-CSF ou CSF1) [455] ou encore CD124 (ou IL-4Ra) [456]
permettent l'identification des MDSC dans leurs modeles d'études respectifs.

La définition phénotypique n'est donc pas encore clairement standardisée et il faut démontrer
les propriétés immunosuppressives des cellules myéloides immatures afin de pouvoir les

définir comme des MDSC [457].

2.3. Fonctions

L'activation des cellules myéloides immatures dans des conditions pathologiques
aboutit a la surexpression de molécules immunosuppressives comme, l'arginase 1 (codée par
arg-1) et ""inductible Nitric Oxide Synthase" (iNOS) (ou NOS2) [458, 459]. 1l est établi que
ces MDSC jouent un rdle cl¢ dans la régulation négative des réponses immunitaires durant les
cancers. Les MDSC ont la capacité d'inhiber la prolifération des LcT [460, 461] et en plus de
cet effet suppressif de la réponse immunitaire adaptative, les MDSC régulent de la réponse
immunitaire innée via la modulation de la production de cytokines par les MP [462].
Récemment la production de TGF-3 [463, 464] et d'IL-10 [465] par les MDSC a été décrite.
Enfin, les MDSC peuvent induire les LcTreg [455, 466, 467].
L'inhibition de la prolifération des LcT par les G-MDSC implique iNOS ; par les M-MDSC
implique ROS [452]. Ces cellules ont différents roles dans le cancer, les infections et 1'auto

immunité [453, 468, 469].

2.4. L'expansion des MDSC

Bien que les MDSC aient surtout été observées initialement dans les cas de cancers, il
est démontré que les MDSC régulent également la réponse immunitaire dans les cas
d'infections par divers agents pathogénes. Elles ont été décrites dans différents contextes

infectieux, comme Trypanosoma cruzi [470], Toxoplasma gondii [471], Leishmania major
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Figure 32: Voies de signalisation impliquées dans I'expansion des MDSC.
Une forte production d'IFN-y et d'TL-1p par les LcT et les MP activés ou la reconnaissance directe des PAMP par
les TLR peuvent induire l'expansion des cellules myé¢loides immatures et leur différenciation en MDSC.
Différentes voies de signalisation sont impliquées, comme STAT1 et MyD88 activant NFkB. Ces voies de
signalisation augmentent la durée de vie des cellules myéloides a I'état immature et activent la surexpression

d'arginase et d'iINOS, leur conférant des propriétés immunosuppressives caractéristiques [472].
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Figure 33: Plasticité cellulaire des MDSC.
Les cellules my¢loides immatures, de lignée monocytaire ou granulocytaire, bloquées dans leur développement
peuvent développer des propriétés immunosuppressives devenant ainsi des M-MDSC et G-MDSC
respectivement. Suivant I'environnement les MDSC peuvent changer de lignée et passer de M-MDSC et devenir
des G-MDSC et inversement. Ces cellules immatures peuvent également maturer de M-MDSC en MP ou CD. La

possibilité des G-MDSC a maturer en PNN n'est actuellement pas clairement démontrée [472].
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[473], Candida albicans [474], Porphyromonas gingivalis [475] ou encore chez les
helminthes [476].

Les mécanismes induisant I'expansion des MDSC varient en fonction du contexte
inflammatoire, notamment via I’activation du TLR4 par le [465] et TLRS par la flagelline
[477]. L'IFN-y et I'lIL-1p participent également a I'expansion des MDSC (Figure 32) [470,
472].

Ces voies de signalisation bloquent la maturation des cellules my¢loides immatures et donc
augmentent leur durée de vie. Elles produisent des molécules immunosuppressives ce qui est

caractéristique de leur activité biologique [472].

2.5. La plasticité cellulaire des MDSC

Les MDSC sont des cellules de la lignée myéloide a un stade immature, elles
conservent ainsi des capacités de cellules précurseur et peuvent donc évoluer en différents
types cellulaires. Cette immaturité couplée avec la plasticité cellulaire rend leur observation
complexe. Des études montrent que, in vitro et avec les stimuli adéquats, les MDSC peuvent
se différencier en MP et CD matures [478-480] (Figure 33). Cette observation n'a pu étre
clairement démontrée que chez les M-MDSC. Les G-MDSC ont montré des propriétés de
multiplication supérieures aux M-MDSC [452]. En fonction du contexte inflammatoire les G-

MDSC peuvent se différencier en M-MDSC et réciproquement [457].
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1. Le changement de vision du PNN

Les PNN ont longtemps ¢été considérés comme des cellules a courte durée de vie ayant
pour seul role la destruction des agents pathogeénes extracellulaires avant de mourir
rapidement et d’étre éliminés par d'autres cellules comme les MP lors de la résolution de
lI'inflammation. Mais cette vision réductrice des PNN a récemment changé [421, 481, 482].
Deés les années 1990, le dogme fut ébranlé par la découverte que, bien qu'avec une demi-vie
courte (8 et 12h pour I'Homme et la souris respectivement [407]), lorsque les PNN infiltrent
les 1ésions, leur demi-vie est beaucoup plus longue. En effet, 24h aprés l'induction de la
réponse inflammatoire les PNN sont toujours présents en grand nombre sur les sites [483-
485]. Le PNN ne prolifere pas mais sa persistance dans les tissus est augmentée [486].
Notre équipe a mis en lumiére la capacité du PNN a migrer du site inflammatoire d'injection
du BCG dans le derme auriculaire de la souris vers le ganglion drainant via la circulation
lymphatique [487]. Cette capacité de migration des PNN par voie lymphatique a ensuite été
confirmée par d'autres équipes [488-490].
Ces travaux ont apporté un changement majeur dans la vision du PNN qui, en transportant des
Ag mycobactériens dans le ganglion drainant le site inflammatoire, rentrent en contact avec
les cellules de 1'i'mmunité adaptative et deviennent alors un acteur a part entiere de la réponse
adaptative, a l'interface entre la réponse immunitaire innée et adaptative.
Notre équipe a ensuite montré que les PNN infectés coopérent avec les CD pour faciliter la

présentation des Ag de BCG aux LcT naifs [491].

2. Le PNN protecteur ou délétére dans le tissu pulmonaire?

Dans les infections pulmonaires a mycobactéries, le role protecteur des PNN a été
rapporté dans plusieurs études. Chez 'Homme, le taux de PNN circulants est positivement
corrélé a la résistance a l'infection par Mtb [492]. Chez la souris, les PNN jouent aussi un réle
protecteur en limitant la croissance mycobactérienne, méme s'ils ne sont pas en mesure de
détruire le bacille par la phagocytose [493]. La phagocytose de corps apoptotiques de PNN
il a été montré que les NET produits par les PNN en réponse a Mtb [437] participent a la
maturation des MP [438].

Toutes ces études suggerent un réle protecteur du PNN, bénéfique pour la résolution de

l'infection par le bacille tuberculeux.
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Neéanmoins, les PNN sont les cellules les plus représentées dans les crachats de patients en TB
active et sont infectés par Mtb [495]. Un nombre important de travaux associent l'excés de
PNN a la TB active, indiquant un rdle délétere de ces cellules, du moins lorsqu'elles sont en
exces. Une signature biologique de la TB active a été définie par étude du transcriptome: elle
définit le PNN activé par la voie des IFN de type I comme majeur dans la pathologie [496].
Mtb induit la destruction par nécrose des PNN infectés [497]. Chez la souris, la déplétion en
PNN n'a pas d'impact sur I'élimination des bacilles intracellulaires a faible vitesse de
réplication [493], toutefois une reconstitution en PNN aide pour un meilleur controle [498].

Les PNN ne sont donc pas en mesure de détruire de fagon efficace les bacilles et de controler

a eux seuls l'infection [496].

Lors de l'infection par Mtb, la régulation du recrutement des PNN dans le poumon est
important car leur accumulation est délétere pour I'hdte [499]. Dans un modele de souris I/St
ou le recrutement et la survie des PNN sont exacerbés, la survie a l'infection par Mtb est
diminuée. Ceci indique que le recrutement de PNN lors de l'infection par Mtb contribue au
développement de la pathologie [500]. Chez la souris infectée par Mtb, puis injectée de facon
répétée avec du BCG, la production d'IL-17A est exacerbée et la sévérité de 1'infection a Mtb
augmente. Le recrutement massif de PNN est corrélé a cette aggravation de la pathologie
[501]. Un micro ARN non codant (miR-223) a été identifié dans le sang et le parenchyme
pulmonaire de patients et de souris atteints de la TB. Ce micro ARN permet de controler
l'expression des chimiokines recrutant les PNN et des souris génétiquement invalidées pour

miR-223 ont un recrutement en PNN augmenté amenant a une inflammation 1étale [502].

3. Le r6le du PNN en tant que partenaire de la réponse immunitaire adaptative
contre les mycobactéries

3.1. Coopération avec les CD

Notre équipe a montré que dans le modéele de vaccination par le BCG chez la souris, le
PNN migrait au ganglion drainant [487]. D'autres travaux ont également montré que le PNN
infecté par Mtb dans le poumon délivrait des signaux de maturation et de migration aux CD
vers le ganglion médiastinal pour une activation précoce des LcT naifs [503]. Notre équipe a
montré que lors d'un contact cellulaire les PNN infectés par le BCG induisent la maturation

des CD favorisant la prolifération et la sécrétion d'IFN-y par les LcT [491]. Cette coopération
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Facteurs de stmulations
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Figure 34: Les molécules produites par les PNN.

Liste des chimiokines, cytokines et facteurs de stimulations produites par les PNN humains et murins,

spontanément ou a la suite de stimulations. L'expression et / ou production de ces molécules ont été validées par

différentes techniques: expression des génes, immuno-histologie, ELISA ou tests biologiques dans des études in

Vitro ou in vivo.

r r . b r ’
* données sont controversées pour les PNN humains. ° données ne sont montrées que par des mesures d'ARNm

[421].
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entre PNN et CD a également été décrite pour d'autres agents infectieux: Toxoplasma gondii
[490] et Nippostrongylus brasiliensis [504].

Ainsi comme nos travaux précurseurs sur la capacité migratoire des PNN I'avaient indiqué,
I'ensemble de ces travaux soulignent un rdle important du PNN dans la mise en place de la

réponse adaptive en coopération avec les CD.

3.2. Production de chimiokines / cytokines

Une fois infiltrés dans les tissus, les PNN produisent des chimiokines, cytokines et
facteurs de croissance [421, 505] (Figure 34). Au méme titre que les MP, plusieurs rapports
suggerent que les PNN pourraient étre polarisés en différents sous-types en réponse a
l'environnement inflammatoire [506-509].
Chez la souris infectée par Mtb, les PNN recrutés précocement ont un role clé dans le
recrutement des LcT CD4" via la production de chimiokines reconnues par le CXCR3
exprimé spécifiquement par les Lc Thl [228]. La déplétion des PNN recrutés dans les
premiers jours de l'infection par Mtb chez la souris, est corrélée avec une formation du
granulome altérée [493]. Cependant, les mécanismes par lesquels les PNN participent a la

formation du granulome pulmonaire ne sont pas actuellement clairement établis.

4. Les PNN régulateurs

Dernicrement les PNN murins ont montré la capacit¢ a produire une cytokine
immunosuppressive en réponse a Mtb, 1'lL-10 [138]. La production d'IL-10 par le PNN
infecté est régulée par les voies "Spleen Tyrosine Kinase" (Syk), molécule adaptatrice des
dectines et MyD88, molécule adaptatrice des voies TLR. La fonction principale de I'[L-10 est
d'inhiber la réponse inflammatoire.
Des PNN régulateurs producteurs d'IL-10 ont été mis en évidence chez la souris infectée
nottament par Trypanosoma cruzi [510] ou Brucella abortus [511], ou ils retardent la mise en

place de la réponse Thl et diminue la production d’IFN-y

Les PNN ont émergé comme des cellules effectrices clés pouvant réguler les réponses
immunitaires innées et adaptatives, ceci guidant le renouveau d'intérét dans leurs études. Dans
le cas des infections par Mtb, l'impact de la production d'IL-10 par les PNN régulateurs n'est

actuellement pas étudié. L'IL-10 pourrait aider a la diminution de réponses inflammatoires
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exacerbées, conduisant a la destruction tissulaire ou aider a la survie du bacille, participant a

la chronicité de 1'infection tuberculeuse [279, 289].

5. L'IL-17A et le recrutement des PNN

Le role protecteur des Th17 dans la mise en place de la réponse protectrice Thl contre
l'infection pulmonaire par Mtb a été démontré chez la souris [228]. L'IL-17A est également
cruciale pour la formation d'un granulome efficace pour contenir Mtb et BCG dans le
poumon. Des souris déficientes pour les LcT o, producteurs majeurs d'IL-montrent une
diminution de la formation des granulomes.

Par contre une production excessive d'IL-17A est associée chez la souris a la destruction
tissulaire [501]. Dans cet équilibre fragile entre 1’avantage de la contention des bacilles et la

destruction tissulaire délétere pour I'hdte, 1’axe IL-23/IL-17A semble jouer un réle important.

La voie Thl7 induit la granulopoiése, notamment via l'induction de G-CSF [259].
Dans le modele de souris sur-exprimant I'[L-17A, le recrutement en granulocytes est
augmenté [501] . De plus, chez la souris génétiquement invalidée pour I'IL-17A le
recrutement en PNN est altéré [247, 257]. L'instillation intra-trachéale de Th17 conditionne
un recrutement de PNN [512], recrutement bloqué par des Ac anti-IL-17A ou anti
chimiokines.
Les PNN humains n'expriment pas I'lIL-17RA/RC, récepteur a I'lL17A [513]. La présence du
récepteur a I'I[L-17A sur les PNN de souris n'a pas été directement montrée, mais des PNN
issus de souris déficientes pour I'lL-17RA ne montrent aucune perturbation de leur activité
biologique [514].
Les mécanismes par lesquels la voie Th17 régule le recrutement des PNN et la formation du
granulome restent a définir. L'IL-17RA est impliqué dans la plupart des récepteurs aux
cytokines de la famille des IL-17, donc les souris déficientes pour ce récepteur ne répondent

ni allL-17A ni aux IL-17C, E et F.
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Figure 35: Recrutement de granulocytes dans le modéle de vaccination du derme auriculaire par BCG.
Lors de l'injection de BCG dans le derme auriculaire, PNN et MDSC sont recrutés sur le site de l'infection. Ainsi
grace a ces observations, il est proposé que les PNN participent a la mise en place de la réponse Thl protectrice
en coopérant avec les CD pour l'activation des LcT naifs et que les MDSC retardent la mise en place de la

réponse Thl en inhibant la prolifération des LcT CD4".
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Figure 36: Les objectifs de la thése.
L'objectif de ce travail s'articule autour de trois axes i) définir le recrutement des PNN dans les phases précoces
comme lors de la chronicité de l'infection, ii) étudier les communications cellulaires dans le granulome entre les

PNN, les CD et les LcT et iii) caractériser le phénotype des granulocytes recrutés.
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6. Les MDSC dans les infections mycobactériennes

Les MDSC sont un groupe hétérogeéne de cellules myéloides immatures [472] qui ont
la capacité d'inhiber la prolifération des LcT [460, 461]. Elles sont proches des PNN et
difficiles a caractériser phénotypiquement. Ces cellules sont depuis longtemps associées a la
persistance des tumeurs [515] mais leurs implications dans des contextes infectieux sont de
plus en plus souvent démontrées. Elles ont ét¢ mises en lumiere dans des infections par
Trypanosoma cruzi [470], Toxoplasma gondii [471], Leishmania major [473], Candida
albicans [474], Porphyromonas gingivalis [475] ou encore par les helminthes [476].

Notre équipe a montré le recrutement de MDSC dans un modéle de vaccination par le
BCG dans le derme auriculaire de la souris [439] (Figure 35).
Le role de ces cellules immunosuppressives dans les étapes de la physiopathologie de la TB
n'est actuellement pas décrit. En supprimant les LcT, elles apparaissent pourtant comme un
candidat idéal pour aider Mtb a échapper a la réponse de 1'hote et a persister. Il est donc
important de les définir dans les modéles murins d'infection pulmonaire a Mtb afin, a terme,

de pouvoir comprendre les roles qu'elles pourraient jouer dans la physiopathologie de la TB.

7. Objectifs de la thése

Les interactions entre CD, PNN et LcT dans le poumon infecté par les mycobactéries
et leur impact potentiel sur 1'environnement cytokinique ne sont pas clairement établis.
Notre objectif est de 1) définir, chez la souris, la cinétique et les signaux moléculaires
impliqués dans le recrutement des PNN dans le poumon lors d'infections intranasales par
BCG et Mtb, ii) étudier les interactions que les CD infectées, présentes dans le granulome,
peuvent établir avec les PNN et les LcT, et l'impact que cela peut avoir sur le
microenvironnement inflammatoire du granulome et ii1) caractériser la présence et la
cinétique de recrutement de MDSC dans le poumon de souris infectées par BCG et Mtb

(Figure 36).
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1) Le recrutement des PNN au cours de I'infection pulmonaire par mycobactéries

(Lombard et al., en préparation)

La littérature nous indique que la voie Th17 joue un role majeur dans le recrutement
des PNN dans le poumon. Nous avons comparé ces recrutements chez des souris C57BL/6 de
type sauvage (WT) et des souris génétiquement invalidées pour 1'L-17RA (IL-17RA'/'),
incapables de répondre a la plupart des cytokines de la famille IL-17. Les deux lignées de
souris ont été infectées par voie intranasale par BCG ou Mtb, les cellules du LBA et du
parenchyme pulmonaire ont été analysées a différents jours post-infection (Jpi). Nous avons
ensuite déterminé les chimiokines responsable du recrutement cellulaire et le réle que ces

PNN pouvaient jouer sur la balance inflammatoire IL-17A / IFN-y.

i1) Les communications cellulaires dans le granulome (Doz*, Lombard* et al.,
Journal of Immunology, 2013, *equal contribution)

Nous avons mis en place un mode¢le in vitro qui reproduit les coopérations cellulaires
entre CD, PNN et LcT qui peuvent survenir dans le granulome pulmonaire lors de la phase
chronique de l'infection a mycobactéries. Nous avons ensuite ¢étudié l'impact de ces

communications cellulaires sur l'environnement cytokinique du granulome.

111) Les MDSC dans le poumon de souris infectées par mycobactéries (travaux

complémentaires)

Nous avons utilis¢é une combinaison d'Ac anti-CD11b, Ly-6C et Ly-6G afin de
caractériser le recrutement des granulocytes, PNN et cellules apparentées, dans le poumon de
nos souris C57BL/6 WT ou IL-17RA” infectées par BCG ou Mtb. Comme décrit
précédemment dans 1'équipe [439], nous avons cherché la présence de cellules myéloides
(CD11b") non PNN (Ly-6C™ et Ly-6G) et nous avons également cherché a définir la

fonction de ces cellules.
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Figure 37: Protocole d'infection intranasale par BCG et Mtb.
Dans le but d'analyser le recrutement des PNN, nous avons réalisé des infections intranasales de souris C57BL/6
WT, IL-17RA™ ou IFN-yR™" par 5x10° CFU de BCG ou 10° CFU de Mtb. Les cinétiques de sacrifice sont pour
le BCGJ1, 3,7, 13,15, 17,20, 23, 42 et 56pi et pour Mtb J1, 3, 7, 23, 42 et 56pi. Nous avons prélevé les lavages
bronco-alvéolaires (LBA) afin d'analyser le recrutement cellulaire dans la lumiére pulmonaire et digérer
enzymatiquement le poumon afin d'analyser le recrutement cellulaire dans le parenchyme pulmonaire. Les

cytokines et chimiokines produites ainsi que les 1ésions du parenchyme pulmonaire ont été analysées.
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A. Définition du recrutement en PNN dans le parenchyme et la
lumiére pulmonaire suite a une infection par mycobactéries

Article 1 (En preparation)

IL-17RA in non-hematopoietic cells controls recruitment to the lung of an
adaptive wave of IL-10 producing neutrophils in mycobacteria-infected
mice

Robin Lombard, Florence Carreras, Emilie Doz, Yves Le Vern, Christelle Rossignol, Patricia

Berthon, Dominique Buzoni-Gatel and Nathalie Winter

Les PNN sont les premiéres cellules recrutées lors de l'infection pulmonaire par les
mycobactéries. Ce recrutement pourrait dépendre de la cytokine inflammatoire IL-17A dont le
role majeur dans la granulopoiese est établi. Plus tardivement, au moment de la mise en place
de la réponse adaptative, le granulome se forme pour contenir les bacilles. L'IL-17A a un
impact positif majeur dans l'orchestration du granulome. Le role des PNN est moins clair. Ils
semblent jouer un role positif sur la mise en place de la réponse immunitaire, mais si leur

recrutement est exacerbé, ils induisent la destruction du tissu pulmonaire.

Dans cette premiere partie de nos travaux, l'objectif était de définir, chez la souris, la
cinétique et les signaux moléculaires impliqués dans le recrutement des PNN. Nous avons
émis l'hypothese que les cytokines de la famille de 1'IL-17 joueraient un role majeur et nous
avons donc comparé des souris C57BL/6 WT aux souris IL-17RA™", incapables de répondre a
I'TL-17A, C, E et F. Les deux lignées de souris ont été infectées par voie intranasale par 5x10°
CFU de BCG ou 10° CFU Mtb. A différents temps aprés infection, les souris ont été
euthanasiées. Les cellules des lavages boncho-alvéolaires (LAB) et du parenchyme
pulmonaire apres digestion enzymatique, ont été isolées puis analysées par cytométrie en flux

(Figure 37).

Dans un premier temps nous avons observé que le recrutement des PNN dans le

poumon est bi-phasique. Apres la premiere vague précoce observée a J1pi, une seconde
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vague atteint le poumon entre les J17 et 23pi. Ce deuxiéme pic n'est pas observé apres
injection de BCG tué a la chaleur. Cependant, ces PNN tardifs ne sont pas corrélés a la
charge bactérienne pulmonaire et leur déplétion par Ac n'a aucun impact sur le contrdle des

bactéries.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux signaux de recrutement impliqués dans cette
seconde vague. Ce deuxiéme pic de PNN a lieu en méme temps que le recrutement dans le
poumon des LcT afy et y5. Au pic de recrutement, de grandes quantités d'IL-17A et d'IFN-y
sont également produites dans le poumon. Les LcT yd participent majoritairement a la

production d'IL-17A et les o} a la production d'TFN-y.

Le rdle des IL-17 dans la granulopoiese étant établi, nous avons analysé l'impact du
récepteur IL-17RA dans notre mod¢le. Cette sous-unité est impliquée dans la formation de
plusieurs récepteurs aux différentes IL-17: utiliser une souris I'lL-17RA™ permet d'inhiber les
signaux transmis par la majorité des membres de la famille des IL-17. Nous avons observé
que le recrutement des PNN précoces (J1pi) ne dépend pas de 1'expression de I'IL-17RA. Par
contre, aussi bien chez la souris infectée par BCG que par Mtb, le recrutement des PNN
tardifs est trés fortement diminué chez la souris IL-17RA™ par rapport a la souris WT. Chez

la souris IFN-yR™" un recrutement normal de PNN a J23pi est observé.

Le récepteur IL-17RA étant ubiquitaire, nous avons utilisé la technique des souris
chiméres et avons pu montrer que I'IL-17RA doit étre exprimé par les cellules non
hématopoiétiques pour un recrutement optimal des PNN tardifs. L'IL-17RA contrdle en phase
tardive l'expression des chimiokines CXCL-1 et 5, deux ligands majeurs de CXCR2 exprimé
par les PNN. De facon intéressante, CXCL-2, un autre ligand majeur de CXCR?2, est produit
chez les souris dont les cellules non hématopoiétiques sont déficientes pour 1'IL-17RA et

malgré cela les PNN tardifs ne sont pas recrutés.

Nous avons ensuite examiné le role de I'IL-17RA sur la physiopathologie de
l'infection. En réponse a Mtb, un recrutement mal organis¢ de l'infiltrat inflammatoire est
observé chez la souris IL-17RA™ et les granulomes semblent moins bien formés en accord
avec des travaux précédents chez la souris IL-17A7 [247, 257]. De plus une production
exacerbée d'IL-17A mais pas de I'TFN-y est observée chez la souris IL-17RA™". Elle est due a
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une surproduction de I'lL-17A par les LT 8 chez la souris IL-17RA™ par rapport a la souris
WT. De facon intéressante la production plus importante d'IL-17A est corrélée avec une
production plus faible d'IL-10 chez la souris IL-17RA™ incapable de recruter les PNN tardifs

dans le poumon.

Nous avons ensuite analysé l'impact des PNN dans le controle de la balance
cytokinique IL-17A / IL-10. Les PNN du poumon triés par cytométrie en flux a J1 ou 23pi
produisent de grandes quantités d'IL-10 apres restimulation par du BCG ex vivo. Apres
marquage intracellulaire des cytokines, nous avons observé que les PNN recrutés a J23pi dans
le poumon participent, avec les LcT CD4" (probablement de type LcTreg) a la production de
I'IL-10. Enfin, aprés administration d'un Ac déplétant spécifiquement les PNN a J23pi chez la
souris WT, nous avons observé une tendance a la diminution de la production d'IL-10 dans le
poumon. La production d'IL-17A est alors significativement augmentée indiquant bien le rdle

régulateur des PNN tardifs dans l'inflammation dépendante de I'IL-17A dans le poumon.

Pour conclure cette premiére partie, nous avons mis en lumiére, en réponse a BCG et
Mtb, le recrutement dans le poumon d'une vague adaptative de PNN dépendante de
l'expression du récepteur a I'IL-17RA par les cellules non-hématopoiétiques. Cette vague
adaptative ne semble pas jouer de role majeur dans le contrdle direct des bacilles. Par contre
ces PNN produisent de 1'[L-10 et participent a la diminution de la réaction inflammatoire
produite par 1'lL-17A. Nous pensons donc qu'au méme titre que les LcT, les PNN régulateurs,

producteurs d'IL-10 permettent d’éviter I'exacerbation de l'inflammation dans le poumon.
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IIL-17RA in non-hematopoictic cells controls the recruitment to the lung of
an adaptive wave of IL-10-producing neutrophils

in mycobacterium-infected mice

Short Titde; IL-17RA and regulaiory nentrophils

Robin LOMBARD, Florence CARRERAS, Emilie DOZ, Yves LEVERN, Christelle
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Abstract

Chrenic infection with Mycobacteriion tubercilostz (Mib) induces a delicate balance between
pro- and mnti-inflammatory mmume responses m the hmg. Mycobacterial multiplication is
constrained within lung grammulomas, but excessive inflammation eventoally occurs and
degiroye the lmp. In mice, excessive IL-17A prokiuction is sssociated with exacerbated
inflammation. The role neutrophils play in this equilibriutn remains unclear. These cells are
recruited early and participate in granuloma formation, but excessive neutrophilin hes been
implicated in tuberculogis disease. We demonatrate here, in the marse mndel, that neutrophils
are recruited to the lomg in two waves after intranasal infection with virulent Mtb or the live
attenneted vaceine strain Barillos Calmette Guérin (BOG). A first wave of nenirophila is
swiftly recruited, followed by a subsequemt adaptive wave that reaches the lung together with
IFN-y- and I1-17A-producmg CD4 and y6 T cells. The adaptive wave is critically dependent
on the expresgion of IL-17RA, the receptor for [L-17A, whereas the innate wave is not. Using
wild-type and IL-17RA™ bone marrow-chimeric mice, we demonstrated that IL-17RA in non-
hematopoietic cells controlled the expression of two major chemokines involved in neutrophil
recruitment, CXCL-1 ad 5. Even though CXCL-2, the thind major CXCR2 ligand, is
produced, the adaptive weve of huyg neutrophils is abolished in IL-17RA™ mice. Neutrophils
from the adaptive wave wers colocalized with T cells and were not correlated with bacterial
load in the hing. They were involved in T1.-10 production in sife and their absence was
aspociated with higher levels of IL-17A production and an exacerbation of lung inflammation.
Thesa resulis reveal thet IL-10-wodoering neatrophils recrodted to the hing doring chronic
mycobacterisl infection actively participate in regulatory circuits attenusting the IL-17A-
driven exacerhation of inflammation.
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Author Summary

Tuberculogis (TB) is a slowly progressing mng infection that kills 1.7 million people
sunually. Mycobacterison fuberculosis (Mib) manipulates the fmmyme sysizm and persists in
the host for decades. An equilibrium is established within graimlomas, which limit
mycobacterial multiplication but eventually form cavities that destroy the lungs, IFN-y and
IL-17A are mstrymental in gramuloma formation but their production I excess may destroy
the tissues. Newtrophils may also be involved in lung tissue destruction during TB. We
investigatesd ther role m regulating g infection with Mib or Bacillos Cablmettzz Guérin
(BCG), the live vaccine against TB, in the mouse model. We observed an early wave of
neytrophil recruitment, followed by a second wave of neutrophils reaching the lung together
with adaptive T cella producing IFN-y and [L-17A. This secomd newtrophil wave was
critically dependent on the expression of IL-17RA by lung-resident cells and the production
of two chemokines: CXCL-1 and 5. The neutrophils produced IL-10, a highly
irmmynipsuppressive cytokine, which dowmegulated I1.-17A., Thys, during long infection with
mycobacteria, IL-10-producing regulatory neutrophils help to maintain tissus integrity, by
coumieracting highly inflammatory IL-17A-producing T cells, These results shed new light on
the regulatory role of nentrophils during Mtb infection.
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Introduction

Following infection with virulent Mycebacterium tuberculosis (Mtb), one of the three
leading infections coase of haman mortality [1], seme individuals mount a sterilizing innate
immune responge. In others, the bacilli are not eradicated and the adaptive immune responze,
characterized by a delayed hypersensitivity reaction to tuberculin, ia initiated However, this
i# generally not enough to eradicate all bacilli and most people remain latently infected with
Mib. The estimated latent tabereulosis (TB) redervoir currently corresponds to about one third
of the world population [2]. Vaccination with M. bowir Bacillus Calmette Guérin (BCG), a
live attermated strain, imdoces a strong and long-lasting immmane response. However, BCG
provides high levels of prtection only against the most severe foome of TB and, despite
broad vaccination coverage, BCG is unable to conirol global pandemics of TB [3]. The WHO
haz declared the fight againat TB to be a global pricxity.

Cell-mediated invmumnity is required to constrain Mib. CD4 and CDE T and B cells are
recruitedd to the ong, together with inngte cells, for the formation of & speeific multicellular
structure, the granuloma [4], which is requirsd to constrain mycobacterial nmlitiplication.
However, excespive inflammation within the gramuloma leads to caseification and ung tissue
destruction. Gramalomas are dynamic structures [5] congisting of varions cells engaged in
erosstalk, mcloding irmate and adaptive cells, such as alveolar macrophages (MP), dencdritic
cellz (DC) and neutrophils. The roles of MP in mycobacterial killing and evazion, and of DC
in linking imnate and adaptive responees 10 mycobacteria are well established [6], but there i
still some debate about the potential role of neatrophils [7]. Depending on the experimental
setting, the amimal model smd time point, nentrophils may be considered important for
protection againet mycobacterial infections [8-12] or deleterious [13-16). Neutrophils are

amonyg the firat cella to respond to mycobacterial infection. They participate in the onset of
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adaptive immmanity [8,9] and granuloma formation [17]. However, chronic neutrophilia also
seems 10 be imvolved in TB physiopathology, elthough the mechanizms wnderlymg neutrophil
accummlation long after primary infection are not entirely clear [18-20].

IL-17 cytokings play an important role in inflammation, The best characterizexd
member of this large family is IL-17A, which has shown to be responsible for recruiting
newtrophils to sites of damage [21], including the lymg [22]. -17F is closely related to IL-
17A and thess two molecules can form heterodimers with different effects on the fine-tuning
of the inflammgtory response depending on the pathological context [23], IL-17 cytokines
signal through receptors of the IL-17R family consisting of five subunits, which can assemble
in different combingtions to foom diverse fimctional receptors, The IL-17RA subumit is
common to several receptors used by at least four ligands containing IL-17A or F proteins
[24]. IL-17 mceptors mestiniz signaling through pathways generally associated with immate
immunity and they connect the innate and adaptive amrms of the immmune response [24]. IL-
17RA ia expressed ubiquitously, and itg levels are particolarly high in hematopoietic tissues
even though epithelial cells, endothelial cellz and fibroblasts ars the principal cells responding
to [L-17A [24]. In Tesponse to mycobacterial infection, IL-17A is produced principally by
CD4' CD& ap’ T cells, which are also known as Th17 cells [25], and y&+ T cella [26,27].
IL-17A is beneficial to the host becamse vaccine-induced Th17 cells favor the recruitment of
protective Thl cells i response to Mib infection [25] and because IL-17A comtributes 1o the
Tormation of a mature granuloma [27.28]. However, IL-17A is also detrimental becamse its
vmrestricted production leads to lung tissue destroction [18],

Chronic infection with mycobacteria generally results in a delicate balance between
pro- and anii-mflammmatory immame responpes. IL-10 plays sn important role in
dowrregulating the IFN-y— and TNF-producing Thl emvimnment. Cells within protective

pulmonary granulomas produce more IL-10 than cells located outside these structures [29].
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Local IL-10 production may be beneficial to both the hest, by controlling what would
otherwise be massive mflarmmation, and to the pathogen, by disarming cells, thereby allowing
pathogen survival [30]. IL-10" mice have an enhanced Th1 profective response against Mib
[31], and IL-10 blockede during BOCG vaceination in wild-type (WT) mice enhances
protection against Mtb [32], indicating that IL-10 has a deleterions effect Many cells may
produce IL-10, and its source may depend on the stage of Mtb infection, During chronic
infection, T cells, including regulatory T cellzs (Treg), are the major zomree of IL-10 [33].
During the mitial phase of infection in mice, imate cells, mch a3 abveolar macrophages, Dy
and neutrophils, produce IL-10 following TLR and C-type lectin co-activation by
myeobacterial PAMPs [34],

TB pathogenesis is characterized by the regulation of inflammation, but the role of
neytrophils in mycobacteria-driven mflammation remaeing & maeter of debate [7,35]. 'We
recently showed that infected DCs, which are present during the chronic phass of
mryeobacterial infection [36,37], sttract neutrophils and instruct them to produce IL-10. /»
vilro, these neutrophils specifically constrain IL-17A production by Thl7 CD4 cells
exprerging the IL-10 receptor, but not by Thl cells [38), Thus, neutrophils may be nvolved in
attenuating the strong IL-17A-driven inflammation in vive. We investigated how and why
these cells were recruited to the long upom myeobacterial infection. We used mice mirungaally
(i.n.) inoculated with BCG or virulent Mfb and observed that, in addition to neutrophils
recruitesd early in infection, & second adaptive wave of neutrophils was recruited to the hmg,
together with T cells. IL-17RA produced by non-hematopoietic cells, waa eritically involved
in the adaptive wave of neutrophil recruitment. We also obtained evidence to suggest that,
during the adaptive response, the TL-10 produced by neutrophils ix vive contributed to an

attenuation of the effects of [L-17A, thersby helping to decrease inflammation in the long.
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Resnlis

Nentrophils reach the lamg in two waves following intrawayal infection with BCG or Mth

We investigated the kinetica of neutrophil recruitment to the lung, by administration of
5x10° CFUp of BCG intranagally (i.n.) to C57BL/6 mice, which were then killed at several
time points. We analyzed cellz from bronchoalveolar lavage (BAL) and digested hing tissue
Combingd labeling with enti-Ly-6C snd anti-Ly-6 antibodies was used to distinpuizh
inflammatory monocytes and myeloid-derived suppressor cells from bong fide neutrophils
amang CD11h-positive myeloid cells [39]. The day after BCG instillation, CD11b", Ly-6C",
Ly-6G" nentrophils, which had a characteristic polylobed mucleus, were abundant among
CD11b-positive myeloid cells in both lung tissue and BAT. (Fig. 1A). We then snalyzed the
kinetics of neutrophil recruitment to the g tissne and air space over the 56 days following
BCG inatilletion (Fig. 1B). On day 1, neuirophila accounted for a high proportion of CD11b
cells, but this proportion rapidly decreased after day 3. However, 8 pecond, larger peak of
neuirophils was observed on day 23 (Fig. 1B). In the BAL, nentrophila were the most
abundamt CD11b cells on day 1 but wers barely detectable on dey 3. The second wave of
neutrophils waa also detected in BAL cells on day 23, albeit to & lesser extent than in hong
tizgue, indicating that the extravagation of these late arrivals to the air epace wag less efficient.
In 8 more detailed ldnetic study, we found thet the second wave of nenirophil recraitment
began betweon days 15 and 17 (Supplemental Fig. 51). By day 56 after BCG instillation, the
number of nentrophils in this second wave declined Following the i.n. administration of 10°
CFUs of Mtb, we detected neutrophile in the lung tissue on day ons, albeit in smaller numbers
than in mice receiving BOG instillations (Fig 1C). After a slight decrease on dey 7,
neutrophil numbers had agsin increased by day 23. By contrast to what wae obeerved

following BCG instillation in mice, neatrophils continued to acemmmlate in Mib-infected hing
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tissue on day 56 (Fig. 1C). The early peak of neutrophils in BAL decreased by day 3. The late
peak of neutrophils was deteeted on day 23 and accurmulstion was atill ongoing on day 56
(Fig. 1C). We then compared several parameters between day 1 and day 23 neutrophils
{Supplemental Fig. 82), Afler imfection with the preen fluorescent BOG strain Mycd09 [8],
neutrophils carrying BCG were detected in the lung tissue on days 1 and 23, demonstrating
their ability to carry out phagoeytosis i vive, although BCG-infected neutrophils were more
mumerons ol day 1 than on day 23 (Supplemental Fig. §2). No difference in morphology,
killing capacity, myeloperoxidase activity or reactive oxygen species production was detected
between day 1 and day 23 newtrophils.

Day 23 neutrophill oumbers are not correlated with bacterisl load and these eells reach
the lung along with adaptive IFN-y— and I1-17A-producing T cells

We then investigated the correlation between bacterial counts and the day 23 influx of
neutrophils imto the lung. Mice were inoculated i.n. with 5x10° CFUs of lve BCG or an
equivalent loed of heat-killed {HK} bacilli. One dy later, similar numbexs of neutrophilz were
recruited to the lung tissue in response to live or HK BCG. By contrast, on day 23 the
neytrophil peak was detectesd only i mice inoculated with live BCG (Fig, 2A). We asscsped
mumnlﬁp]icaﬁmnfBCGandeMvminﬂuhng.ThninnculumufixlO‘CFUsnf]ivn
attenuated BCG admimigtered had decreased by a facter of 100 by day 23 (Fig. 2B), because
the immune response controlled bacterial multiplication. By comtrast, by day 23, the initial
inogulum of virulent Mtb (10° CFUE) had increased by a factor of 100 (Fig. 2B), Thus, in
BCG-inoculated mice, despite the decrease in the mumber of CFUs, there were more
neutrophils on day 23 than on day 1. By contrast, in Mib-infected mice, despite vigorous
bacterial multiplication in the lung, the neutrophil rebound on day 23 was lezz marked than

that in BCG-ioculated animals, We then selcotively depleted neutrophils on days 1 and 23 by
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injecting anti-Ly-6G NIMPR14 Ab [39] either before BCG infection or on days 17, 19 and 21
after BC(S infection, Neither neutrophil depletion had & meammable impact on BOG load in
the lng (Fig. 2C), indicating that the recruited neutrophils were unable to control
mycobacteria i sife despite being able to kill becilli ex vive (Supplemental Fig, 52), We
imvestigated whedher the wave of neutrophils observed on day 23 was in direct contact with
bagilli in the long, by instilling green flugreseent BCG strain Mye4(09 in mice and snalyzing
lung cryossctions after neutrophil staining with anti-Ly6G amibodies (Fig. 2D). The bacilli
were not colocalized with the neutrophils reaching the lung on day 23.

The nentrophils on day 23 therefore appearsd to be pant of the adaptive immune
response ocguring in the lung, We then camied out flow cytomeiry mmalysis of the
rectuitment of CD3* CD4" af and CD3* CD4 y8 T cella to the infected lang (Fig. 3A). Both
theze subzets peaked on day 23 in the BCG- and Mtb-infected mice {(Fig. 3B), coinciding with
the second peak of neutrophils (Fig, 1), In & more detailed kinetic study, we observed that this
sscond wave of neutrophils reached the lung by day 15 or 17, together with T cells
(Supplemental Fig. S1). In response to Mtb or BCG, CD3™ CD4"aP T cells accumulated in
the lung in larger tumbers than CD3* CD4™ y6 T cells (Fig. 3B). CD3" CD4" aP T cells were
more mumercus in BCG-infected mice than in Mtb-infected mice. We analyzed the
distribution of T cells and neutrophils in the BCG-mfected lung om day 23, by the
immunchistochemical staining of frozen sections. On day 23, neutrophils were found to be
located in the close viemity of T eells (Fig. 3C) mather than n contact with bacteria (Fig. 2ID)

As TFN-y [20] and TT.-17A [18] could be involved in the influx of neutrophils in
response to mycobacterial nfection, we analyzed the production of these two cytokines in the
hmg. The production of both IL-17A and IFN-y by totsl lung cells peaked on day 23 in both
BCG- and Mib-infected mice (Fig. 3D), coinciding with the recruitment of T cells to the lung,

Congizgtent with previcus reports [26-28], intracellular cytokine strining (ICS) showesd that
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CD3' CD4'af T cells were the chief roducers of IFN-y, whereas CD3' CD4” y5 T cells
produced most of the IL-17A, although both these T-cell subsets were able to produce both
cytolines (Fig. 3E). We detected no IL-17A production by neutrophils in response to BCG
infection {data not shown). In response to infection with BCG or Mtb, strong upregulation of
i-17g gene exprersion was obeerved in the lmg on day 23, but not on day 1. Expression of
the other genes from the #-77 family [24] was barely detectable (Supplemental Fig 53). Thus,
during the adaptive phase of the immune response, the amival of IFN-y— and IL-17A-
producing T cells in the lang coincided with an sdaptive wave of nentrophil recruitment to the
lung, these cells being colocalized with T cells but not with bacilli.

The IL-17RA produced by non-hematopoietic cells regulates CXCR2 ligand production
and controls the adapdive wave of nentrophils

IL-17A hax been identified as a key regulator of granuloma formation [40]. We therefors
studied ita role in the itmate e adeptive waves of nentrophil recruitment in the response to
mycobacteria. We used IL-17RA™ mice [41] (hereafier refommed to as IL mice), in which
signaling by most membeara of the TL-17 family is blocked [42]. The day after BCG or Mib
infection, early neutrophils reached the lung tiesue and air space gimilarly in WT and IL mice
(Fig. 4A). By contrast, the adaptive influx of nenirophila on dey 23 waa severely impaired in
IL miice aftar infection with Mtb or BCG (Fig. 4A). We observed no significant difference in
the adaptive neutrophil peak between WT and TFN-YR™ BCG-infected mice (Fig. 4B),
indicating that this receptor played a much less important role than IL-17RA in our model.
We then investigated whether IL-17RA regulated the production of the maim CXCR2 ligands
imvolved in neutrophil recruitment — CXCL-1 (KC), CXCL-2 (MIP2) and CXCL-5 (LIX)
[43] — in the g after BCG infection, The day following treatment, comparisons with PBS

used as a control, showed that BCG moderately upregulated the expression of these three
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genes, in both WT and IL mice (Fig. 4C). On day 23, cxcl-2 gene expression was slightly
higher tham on day 1 but did not differ between WT amd IL. mice, By conimast, cxcl-7 and §
expression was moch stronger on day 23 than on day 1 in BCG-infected WT mice bt was
dramatically reduced in IL mice.

We investigated the role of IL-17RA expression by non-hematopoietic and
hematopoietic cells, by constructing bone marmmow (BM)-chimeric mice, Lethally immdinted
recipient WT or IL. mice were reconstitoted with donor WT or IL BM cells. All cells from
comirol WTa WT mice expressed IL-17RA whereas ILa IL mice were totally IL-17RA-
deficient Reconstitution was complete after aix weeks (Supplemertal Fig. S4) and the mice
were inoculated in, with 5x10° CFUs of BOG. Twenty-thres days later, we analyzed adaptive
neutrophil recroitment in lung tissne and BAL by flow cytometry (Fig. 4D). WT mice
reconstituted with IT. BM cslls had similar numbers of neutrophils to control WTa WT mice.
By contrast, adapdive hmg neutrophil recruitment was severely impaired in II. mice
reconstituted with WT BM cells, as in IL4 II. mice.

We found that coecl-2 expression was similar in all groups of chimeric mice (Fig. 4E).
By contrast, expression of the cxcl-J and 5 genes was seversly impaired in BCG-infectad IL
mice reconatitated with WT or II. BM cells (Fig. 4E}. Together, these data demonatrate that
IL-17RA produced by non-hematopoietic cells plays a critical role in the adaptive wave of
neutrophils. By contrast, the innate wave of neutrophils reached the lung independently of TL-
17RA. Adaptive recruitment was correlated with the upregulstion of cxel-J and 5 expression
by non-hemstopoietic cells in response to IL-17A. Interestingly, the third medn ligand of
CXCR2, CX(C1-2, did not seam to be invelved because, despite the producticn of this ligand

in IT. mice oh day 23, the adaptive wave of neutrophila was unable to reach the lung.

11



Résultats | Article n°1

Degpite defective meutrophil recruitment, the adapiive inflammatory response Is
exacerbated in T1-1TRA™ mycobacteriaom-infected mice

As the adaptive wave of neutrophil recruitment was impaired in BCG- and Mtb-infected IL
mice, we investigated the poasibility that the overall inflammatory reaponse was curtailed in
these mice. On day 23 after Mtb infection, a more severe, diffuse csllular infiltraticn was
observed in the hnga of TT. mice than in those of WT mice (Fig. 5A), although there was no
difference in ths number of CFUs detected in these two types of mice at thi= time point {data
not shown). In two separate Mith infection experiments, we measured the total g ares on
day 23, togethar with the areas coversd by lesions in 20 representstive lung sections from two
WT and two IL. mice. The percentage of lung tizsue occupied by lesions wag higher in IL than
in WT mice {Table 1). We then investigated whether the inflammatory cytokine environment
differed between IL. and WT mice. On day 1 after infaction with BCG or Mth, almost no IL-
10, IL-17A or IFN-¥ production by total lung cells stimulsted ix vitro could be detected in
gither gemetic background (dats not shown). On day 23, all three cytokines were detected
(Fig. 5B). Interestingly, significantly more IL-10 was produced in WT mice, in which
neutrophils were among the cells recruited during the adaptive phase, than in IT. mice, in
which newrophils were rare. IL-17A production followed the opposite pattern, being stronger
in IL. than I WT mice (Fig. 5B). I[FN-y production was mimilar in the two genetic
backgrounds. We then investigated the role of IL-17RA in T-cell recruitment (Fig. 5C and I)}.
CD3" CD4" aff T celle reached the lung in similsr mumbers in BCG-infected WT and IL
mice, wheress CD3" CD4 i T cells tended to be present in larger numbers in IL than in WT
animals {Fig. 5C). This trend was confirmed in BM-chimeric mice, in which CD3" CD4" &'
T cells were more mumerous in II. mice reconstitited with WT BM than in WT mice
receiving IL BM (Fig. 5D). Thus, TL-17RA expression by non-hematopoictic cells had no

effect on clasgical T-cell recruitment, but restricted Y& T-cell recruitment to the lang. We then
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used [CS to analyze the contribution of thess two T-cell subsets to the inflammatory cytokine
balance in WT or IL infected lung (Fig. 5E). IFN-y production by CD3* CD4" ap and CD3™
CD4” ¥ T cells was gimilar in the two gepetic backgrounds. By contrast, the percemtage of
IL-17A-producing CD3* CD4 y8 T-cells was higher in IL than in WT mice (Fig. 5E),
indicating that [L-17RA expression restricted bath recruitment and the production of IL-17A
by ¥0 T cells. [L-17A upregulation was inversely correlated with IL-10 levels, bscause lower
levels of production by total hung cells {Fig. SB) and a lower percentage of IL-10" CD3"
CD4" ap T cells (Fig. SE) were observed in IL than in WT mice.

These data show that the IL.-17RA receptor ia required both to control the adaptive
wave of nentrophils in the lung and to shift the cytokine balance towards the production of

lesg TL-17A smd mpre IL-10,

Neatrophils contribute io IL-10 production in the myeobacterinm-infected g,
restricting IL-17A production

Mouse neutrophils ¢com produce anti-inflammatory TL-10 [34,38,44], We nssessed the
contribution of nentrophils to [L-1{ secretion in the hng, by isclating neutrophils on days 1
and 23 post-BCG infection, by cell sorting, These neutrophils produced similarly large
amounts of IL-10 after ix vitro stimulation with HK BCG (Fig. 6A). On day 23 after BCG
infection, we perfoamed ICS for IL-190 on ex vive hmg cells, resulting in the detection of T1-
10" nentrophils (Fig. 6B). We compared IL-10" cell percentages between subsets of total lung
gells (gating stratzpy: Supplemental Fig, 85). We found that neutrophils made less of a
contribution to IL-10 production than CD3" CD4* aff T cells, but that they were nevertheleas
more efficient than CD3'CD4™ y§' T cells {Fig. 6C). Wo then analyzed the impact of the IL-10
produced by neutrophils in vive, in BCG-infected WT mice, by depletng neutrophils by the
administration of an anti-Ly6G NIMPR14 Ab [38] on days 17, 19 and 21. TL-10 levels tended
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to be lower in neutrophil-depleted mice (Fig. 6D). Nentrophil depletion led to much higher
levels of IL-17A production but had not effect on IFN-y production. In BM-chimeric mice,
IL-10 levels were lower in IL recipient mice, in which adaptive neutrophil recryitment was
impaired, than in WT recipient mice (Fig. 6E), in which the infhx of adaptive neutrophils
was nomnal, CD3" CD4™ @ T cells, the other csll subset involved in IL-10 secretion, were
normally recrnited in IL recipient mice (Fig. 5C), suggesting that the low levels of IL-10 in
theee mice wae asaociated with the impamment of neutrophil recruitment, As shown sbove,
low levelz of IL-10 wers correlated with high levels of IL-17A production. On the basis of all
these data, we conclude that the neutrophile recruited during the adaptive immuns response,
in response to IL-17RA aignaling in som-hemstopoietic cells, contribute to the ghift in
cytokine balance towards lower lovels of IL-17A and attermate inflammation via their

capacity to produce IL-10 fn viva, in the infected hong,
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Discoszion

In recent years, new fonctions of seuirophila have been identified, revesling a
widespread role of theee innate cells in immmumity [45.46]. In response to mycobacterial
infection, neutrophils may exert protective or deleterious functions [7,35], depending on the
kinetice and magnitnde of their recruitment. Fioneering work carried out by Appelberg and
cowotkers showed that, in addition to estly newtrophils recraited in response to mycobactetial
products, T cell-dspendent chronic neutrophilia also occurred in mice systemically infacted
with various mycobacterial speciea [47-49]. We zhow here that neutrophil recruitment to the
lung in response to airway infection with folly viralent Mth or the live attermated BCG was
biphasic. In addition to the swift recruitment of neutrophils during the first 24 hours afler
bacterial entry into the lung, a second wave of neutrophils reached the hung at the same time
ag primex] T ¢ells. The instillation of HK BC( resulted in a barely detectable second wave of
neutrophil recruitment, indicating that the persistence of mycobacteria was required for this
second wave, This wea probably duee to the more sustames and protective immune response
induced by live BCG than by HK BCG [50,51]. Despite their ability to kill mycobacteria in
vitro, theae neutrophils amiving in the hyng in the second wave had no meammable impact on
BOG CFUs in vive. Farthermors, they were not colocalized with bacteria in the lung, instead
being found in close contmet with T cells. Therefore, these neutrophils belonged to the
adaptive immmne response to persistent mycobacteria onchestrated in the lang about 17 to 21
days afier infection, We also established that the IL-17A/F-IL-17RA pathway was 8 key
regulator of the adaptive wave of neatrophil recruitment to hings infected with Mth or BCG.
This puthway was dispensable for the influx of early neutrophils, The sipgnals involved in
early neutrophil recruitment to the lang remain to be established, but it is possible that sevesal
compounds from the mycobacterial cell wall, recognized by neutrophil-expressed pathogen
recognition receptora, are directly involved [52]. Contrary to previous reporis [19.20], we
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observed no major role for the IFN-y receptor in newrophil recruitment to the lung. We think
that this may reflect differences in the time course used in the various studies. We focused
here on the initistion of adapdive neutrophd] recnddiment to the hang, whereas other stodies
have described a prominent role of the [FN-y receptor in chronic lung neutrophilia occurring 5
to 6 weeks after Mib infection.

IL-17RA is ubiquitously expressed [24] and most cells are therefore potentially able to
regponsd 1o IL-17A, However, we established, in stodies on BM-chimeric mice, that IL-17RA
expression by non-hematopoietic cells controlled the adaplive wave of neutrophil recroitment.
In response to IL-17A or F, the lung epithebum produces CXCR2 ligands, such ag CXCL-1
{(KC), CXCL-2 (MIF2) and CXCL-5 {LIX), which act as powerful atiractantz of newtrophils
[53]. In the lymg, CXCLS is the principal ligand respongible for sustained neutrophil attraction
after the instillation of LPS [54] or pneumococcal poeumonia [55]. We observed that, at the
time of adaptive neutrophil recrgitment. to the lyng, expression of the cxel-7 and § gencs was
strongly upregulated in WT mice. The expression of these genes was severely impaired in IL
aud WTa [I. BM-chimeric mice, demonstratimg that IL.-17RA expression by non-
hematopoietic lang cells played a key role in the production of these two neutrophil
chamoattractants. By contrast, moderate cxcl-2 expression was observed during both the carly
and late phases of neutrophil recrnitment, independently of IL-17RA expression. Therefore
CXCL-1 andfor 5 are probably involved in adaptive neutrophil recruitment to the BCG-
infected lung Despite the expression of cxcl-2 in IL mice, the adaptive recruitment of
neyrophils was impaired in these mice. We have no definitive explanstion for this
observation at the moment, but it is possible that the three ligands have different affinities for
CXCR2 gxpressed by neutrophils from the innate and adaptive waves and that CXCL-2 is not
well recognized. Alternatively, CXCL-1 or 5, but not 2, may signal via another neutrophil

chemokine receptor specifically expressed by nentrophils from ths adaptive wave and
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required ingtead of CXCR2. Indeed, other chemokines, such as CXCL-3, 6, 7 and 8, signal via
CXCR]1 cr 2 [43], both of which are expressed by huoman neutrophils, CXCL15/hmgkine is
also involved in newtrophil recruitment to the lung [56]. It would be interesting to determine
whether IL-17RA also conirplz the expression of these genes upon mycobacterial infegtion,
Several reports have highlighted the importance of IL-17A produoction in the control of
myeobacterial mfection. Memory Thl7 cells induced by vaceination mediste an optimal Th1
protective response against Mib in the monse lung [25] and IL-17A is critically involved in
mature granyleans formation, which helps 10 congtrain mycobacterial multiplication [27,28].
We observed no difference in the control of BCG mmltiplication between WT and IL mice,
from day 1 to 56 {our wnpublished observations). However, on day 23, the hmg leukocyte
infiltrate was more alnmdant and less organized in Mib-infected IL mice, in which adaptive
neutrophils were rare, than i WT mice, consistent with the data publizhed by Umemura ef g,
[28] for IL-1TA™ mice. IL mice control Mib mmltiplication in the short term after low-dose
infection [57], tat they conirol larger amoumts of Mtb in the lung less efficiently than WT
[58]. Thus, the IL-17AMT-17RA pathway seems to be necessary for the control of Mib
infection, Nevertheless, the IL-17A-gdriven exacerbation of inflammation observed m several
circumsgtances may lead to tissue destrmction. IL-17A is overprodunced in response to high
myeobacterial loads i the mouse [18] or in humens infected with multidnig-registant Mtb
straing resulting in high antigen loads [59], leading to an unfavorable clinical outcome. The
exacerbation of inflammation and the high levels of neutrophilia occurring in IFN-yR™ mice
after four to five weeks of infectiom with Mitb also seem to be relaled to IL-17A
overproduction. The IL-17AAL-17RA pathway thus appears to be something of a double-
edged swornd in the control of Mib-induced discase, because IL-17A and IL-17RA are
required to restrict bacilli mmitiplication, bot the presence of too much IL-17A leads to
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Negative feedback repulatory mechanizsms are of the utmoest importance for regnlating
the IL-17A inflammatory axig. One soch mechanism may invelve the IL-17RA expressed by
Thl7 cells, creating a negative feedback loop to restrict the expansion of this cell population
[¢0]. We observed an upregulation of IL-17A produoction by both ap and y6 T cells in IL
mics. We did not investigate IL-17RA expresgion by yO T cells in our selting, but IL-17A
expresgion by ¥ T cells has been shown to be increased in IL-17RA™ mice in a BATLB/c
background, and this seems to be comrelated with lower levels of neutrophil recruitment [61].
However, we obsarvesd no downregulation of IL-17A in chimeric IT. mice reconstitnted with
WT cells, in which IL-17A-producing CD4 and y8 T cells expressed IL-17RA_ Thus,
slthough we camot exclude a role for this negative feedback mechanigm in IL-17A damping,
we believe that it is not the only mechanism involved Another mechamism for the
downregnlation of IL-17A invelves IL-10 eignaling in Thl7 cells. The IL-10Ra receptar
expressed on intestingl Th17 cells makes these cells sensitive to IL-10 produeced by
CD4'FoxP2' regulatory T cells and restricts inflammation [62]. The IL-10-mediated
sitemuation of the IL-17A-driven exacerbation of disease alse occurs in mice with cutaneous
Leishmania mafor infections [63]. IL-10 is one of the principal suppressive cytokines
produced by Treg cells, However, peveral recent gtudics have provided evidence for & role of
“regulatory neutrophils” in chronic infections. Tn Trypanovoma cruzi-infected mice,
suppreseive nsutrophils recruited via the [L-17RA pathway produce [L-10, atterating IFN-y-
driven excessive inflammation [44]. Furthermore, neutrophils also suppress the Thl response
to Brucelia abortus, although the mechanisms involved remain unclear [64]. Mycobacterium-
infected neutrophils produce IL-10, facilitating the establishment of Mib [34]. We have
shown in vitro that IL-10-producing neutrophils epecifically shut down Th17 CD4 T cells
thteagh their TL-10 receptor [38]. The in vive data presented here provide additional support
for this concept, by demonstrating the contribution of IL-10-producing neutrophils to
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congtrain I1.-17A in the lung, through specific downregulation of Th17 CTId and y6 T cells
during mycobacterial infection. Therefore, together with Treg cells, IL-10-producing
regulatory neutrophils may contribute to the delicate equilibrium between pro- and enti-
inflammatory mechanisms characteristic of mycobacterial infections of the lngs. In the
lomger term, following prolonged exposure to mycobacteria [18] or other mflammatory
signals, such as dersgulation of the expression of important microRNAs [14], the cytokine
balance may tend towards sn exacerbation of IL-17A and chemokine production, leading to
the recruitment of pathological levels of neutrophils or other inflammatory cells. We will
need to improve our imderstanding of how best to fine-tune these newtrophil waves so a8 to
favor their beneficial offects, if we are to develop foture interventions for the successfil

global control of TR,
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Materiaks and Methods

Ethics statement

All experimental protocols complied with French law (Décret: 2001-464 29/05/01) and EEC
regulations {(86/609/CEE) for the care and nse of laboratory animals and were carried out
under Authcrization for Experimentation on Laboratory Animale Number B-37-201. Cur
arimal protocol (aumber 2012-06-14) was approved by the “Val de Loire” Ethics Committee
for Animal Experimentation (CEEA VdL) and was registered with the French National

Bacterial straing and CFU determination

Wild-type BCG strain 1173P2 Pasteur [65] and recombinant Myc 409 ptrains expressing
EGFP [B] were grown in Beck-Prosksuer medium, supplemented with hygromyein (50
pg/ml) for Myc 409. The Mth strain laboratory strain H37Rv was cultured in 7H9 medium
supplemented with ADC (5% BSA fraction ¥V, 2% dextrose, 0.003% beef catalase and 0.85%
NaCl; BD Microbiology Systems, San Jose, CA, USA). Bacteria were harvested at mid-
exponential growth phase and froeen at -70°C. CFUs were counted after plating ditutions on
Middlebrook 7H11 agar supplemented with QADC (ADC supplemented with 0.005% oleic
acid, BD} Microbiology Systems). For the pweparation of heat-killed (HK} BCG, bacilli
suepended in PBS were heated for 30 min at 80°C. For lung CFU determination, tissues were
digrapsted with cevamic beada (Lysing Matrix T), MP Biomedicals Europe, Nlkirch, France) in
PBS, in a Ribolyser apparatns {Fastprep-24, MP Biomedicals), in accordance with the
manufacturer’s instractions. Appropriate dilutions were plated on 7H11 plates supplemented
with OADC and CFUz were counted after 21 days.

Mouse infection and mAb treatment, bone marrow chimera construction
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Maierials and Methods

Ethics statement

All experimental protocols complied with French law (Décrat: 2001-444 29/05/01) and EEC
regulationa {86/60%CEE) for the care andd nse of laboratory animals and were carried oot
under Authorization for Experimentation on Laboratory Animals Number B-37-201. Qur
animal protocol (number 2012-06-14) was epproved by the “Val de Loire™ Eihics Commitiee
for Animal Experimentation {CEEA VdL) amd was registered with the French MNational

Bagcterial straing and CFU determination

Wild-type BCG strain 1173F2 Pasteur [65] and recombinant Myc 409 strains expressing
EGFP [B8] were grown in Beck-Prosksuer medium, supplemented with hygromyein (50
pg/ml) for Myc 409. The Mtb strain laboratory strain H37Rv was cultured in 7HS mediom
supplemented with ADC (5% BSA fraction V, 2% dextrose, 0.003% beef catalage and 0.85%
NaCl; BD Microbiology Systemsz, San Jose, CA, USA). Bacteria wers harvested at mid-
exponential growth phase and finzen at -H°C. CFUs were counted after plating dilutioma on
Middlebrook 7H11 agar supplemented with OADC (ADC supplemented with 0.005% oleic
acid, BD Microbiology Systems). For the pweparation of heat-killed (HK} BCG, bacilli
sugpeaded in PBS were heated for 30 min at 80°C. For lung CFU determination, tissues were
dizrapted with ceramic beads (Lysing Metrix T, MP Biomedicals Europe, Ilkirch, France) in
PBS, in a Ribolyser apparatus (Fastprep-24, MF Biomedicals), in accordance with the
manufacturer’s instroctions. Appropriate dilutions were plated on 7H11 plates supplemented
with OADC and CFUz were counted after 21 days.

Mouse infection and mAb treatment, bone marrow chimera construction
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UJSA). Before intracelhnlar staining for IL-10, IFN-y or IL-17A, T cells were incubated with 1
pg/ml ionomycin and 25 ng/ml M phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich,
SBaint Lonis, MO, TISA) and HE BOG and treated for 4 h at 37°C with 5 pg/ml brefeldin A
{Sigma-Aldrich). The intracellular concentration of IL-10 in newtrophils was determined on
HE-BCG-stimmlsted rells without the addition of PMA or iohemycin. Iniracellnlar staining
wae performed with the Cytofix/Cytoperm Lit (BD Biosciences), according to the
menofactorer’s instracticns. Fluorescence wad analyzed with 8 FACSCalibnr apparatus (BD
Biosciences} andd Flowlo scftware 8.7.1 (Treestar, Ashland, OR). For the purification of hing
neutrophils on days 1 and 23, CD11b" Ly-6C* Ly-6G" cells were sorted on a MoFlo® high-
speed cell sorter {Beckman Coulter, Fort Colline, CO, USA) with Summit Software
{Beckman Coullet). Neutrophils were recovered in complete medium anad imediately

stimmiated with HK-BCG.

Detection of eytokines by ELISA and assessment of cytokine gene expression
by RT-qPCR

For the measwrement of antigen-specific cytokine production by hing eells, we dispensed 10°
lung tissue cells in individual wells of 26-well plates. The cells were incubated at 37°C, under
an atmosphere containing 5% CO., and were stimulated with the equivalent of 10° CFU of
HK BCG. Supematants were harvested 72 h later and assayed for IL-17A, IFN-y and IL-19
ELISA with commercially available kits (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Far
measmement of the expression of chemokine and i#-77 family genes, lang tisames were
perfused with PBS and 1 ml Trizol reagent was added {Sigma-Aldrich). The lung tispuse wers
disrupted with ceramic beads (Lyaing Matrix D, MP Biomedicals} in a Ribolyser apparatus
(Fastprep-24, MP Biomedicals} We extracted mRNA with the NucleoSpin ENAT kit
{(Macherey Nagel, Diiren, (Germany), scconding to the manofactorer’s recommendations. RNA
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concentration was determined spectrophotometrically (Azq determination) with a NanoDrop
ND-1{}} spectrophitometer (Thermo Seientific, Wilmigton, DE, 1TT8A), and the integrity
and quality of the RNA were aszessed with an Apgilent RNA 6000 bicanalyzer (Agilent
Technologics, Santa Clars, CA). We reverse-transeribed 2 pg of total RNA with the M-MLV
reverse transcriptage {(Superscript IIl kit, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), in the presence of
RNasin and randomn primers (Promega, Fitchburg, W1, USA), by inubating for 5 min at
25°C, 1 h at 50°C and 15 min at 70°C. Real-time PCR was performed on the resulting cDNA,
in 8 vohme of 12.5 pl per well, with MESA Green (MasterMix Plus for SYBR® Assay,
Eurogentec, Seraing, Belgiam) as the reporter dye and a Chromo 4 light cycler apparatus
{Biorad, Hercules, CA, USA) for data acquigition, The amplification conditions were as
follows: 95°C for 5 min and 37 cycles of 95°C for 15 s and 60 or §4°C for 45 8. DEPC-treated
water (DEPC from Invitrogen} was used as a negative control. Primer sequences (Table 2, in
supporting mfosmation) were designed with Clone Manageri® 9 software (Scientific and
Educational Software, NC, USA) and purchased from Eurogemize. Geme expression is
exprezsed relative to the mean level of expression for three housekeeping genes —
hypoxanthine phosphoribosylirmeferase L{fpri-I), ribozomal proteim L[4 (Rpi-4) and
peptidylprolyl isomerase A (FPpia) — analyzed with GenEx zoftware (Multid Analysis,
Gothenbrg, Sweden).

Histopathology and immunohistochemistry studies on Mib- and BCG-infecied
lungs

Following bronchoalveolar lavage (BAL), lungs from day 23 Mtb-infectsd CS7BL/6 WT and
IL mice were perfused with neutral boffer and then fixed by incubatiom in 4% neutral buffered
formalin (Carlo Erba, Milan Italy) for 14 days at room temperatare. Lungs underwent routine

procesring and were embedded in praffin wax, We cut 5 pm eections, which were then
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stained with hematoxylin and eosin (HE). Lesion scorez wese obtained for each animal by
studying 20 serial sections of lung tissue cut at 50 pum imtervals under an Eclipse 801
microscope equipped with & DXM 1200C digital camera (Nikgn Instryments, Eurcpe,
Amgterdam . The Netherlands) and NIS-Elements D Microscope Imaging Software (Nikon).
The mean percentage of empty surfaces occupied by vascular and bwonchial arcas was
determined from five representative slides, to determine a correction percentage deduced from
the total area of the solid tissue section. The area occupied by lesion2 was then expressed az &
percentage of the corected solid hang area. For each sample, the arithmetic mean lesion area
was then calculated for the 20 serial tissue sections, The remlts from two mdependent
experiments are reported.

For the localization of T cells, neutrophils and bacteria, lungs obtained 23 days after
infection with 5x10° CFUs of BCG strain Myc40® were frozen and embedded in OCT
compoundl (Fischer Scientific), We collected 8 pm-thick hung sections on Superfrost Plus
slides (Thermo Scientific). These sections were air-dried and stored at —20°C. For staining,
the sections were thawed, air-dried, hydrated by incubation in 0.1% Tritom X100 in PBS and
blocked by incubation with 10 % fetal bovine serum in PBS for 30 min. The sections were
then incubated overmight at 4°C with primary sntibodies: FITC-conjugeted anti-CD3 and
purified anti-Ly-6G antibodies (both from BD Pharmingen). Sections were washed three
times in PBS and incubated for 30 min at room tempersture with Alexa Fluar 594-conjngated
sccomddary antibodies {Invitrogen). The sections were weashed in PBS and mwmnted in anii-
fade reagent with 4',6-diamidino-2-phenylindole {APT) (Fluoromount G, Southern Biotech,
UUSA). Tissues were observed under an Axdcvert 200 M inverted epifluorescence microdcope
equippad with a 40x PlanNecfluar oil/DIC objective or 3 63» PlanApochromat oil/DIC
objective, both with the ApoTome system {Zeiss). Imaged were captured with an Axiocam

MRm CCD cemera (Zeiss) and Axiovision software (Zeiss).
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Statistical analysis
Prism 5.0 software (GraphPad, CA, TI5A) wes used for statistical smalyses. We used the
nonparametric unpaired two-tailed Mann-Whitney U test for all comparisons. * indicates p

velues < 0,05, ** idicates p < (.01 and *** indicates p < 0. 001,
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Figure Legemds

Figure 1. Neuirophils reach the long in two waves following myccbacterial infection.
Wild-type C57/BL6 mice were intranasally (in.) infected with §x10° CFU of BCG or 107

CFU of Mib and killed &t the time points indicated. Cells from the bronchoalveclar lavage
(BAL) pexfortmed on frtt to five shimals per group were pooled and cella were isolated fromm
enzyme-digested hmg tissue from the individual animals. (A} Combined labeling with anti-
CD11b, anti-Ly-8C and anti Ly-6( antihodies was need to identify nentrophils among the
cells present in the BAL or lung tizssue. The characteristic polylobed micleus of newtrophils
was observed im CD11b Ly-6C Ly-6G triple-positive cells from the R2 gate after flow
cytometry sorting and May Grilnwald Giemsa labeling. (B, C) We determined the nambers of
neyutrophils present in the hmg tissue by flow cytometry for five mdependent C57/BLA mice
and in the BAL fluid pooled from the five mice killed on days 1, 3, 7, 23 and 56 post
infection, Limg nevirophil mumbers were determined after infection with BCG (B) or Mitb
{C). *p<0.05 {Stadent's 7~test). The nmumbers of newirophils per monse are shown. The most

representative of two to three expariments with four to five mice per proup is depicted.

Figure X, Late newirophily are not colocalized with and do not kill mycobacteria ir vive,
(A} Lung tissue neutrophil rumbers for four to five individual C57/BL6 mice were
determined by flow cytometry on deyz 1 and 23 after the in, noculation of mice with 5x10°
CFU of BOG or an equivalent load of heat-killed (HK) BCG *p<0.05 (Student's r-test). (B)
CSTBL/G mice were mfected with 5x10° CFU of BCG or 10° CFU of Mtb, From day 1 to 42,
the mumbers of CFU for BCG or Mtb present in the lung were determined aftes bacterial
growth on agar plates, (C) The impact of neuirophil depletion wea measured by injectmg 200
ug of the neutrophil-depleting mAb NIMPR 14 or gimilar amounts of TgG2b control mAb into
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C57/BL6 mice 5, 3 and 1 day before infection with 5x10° CFU of BCG for the early wave, ar
on days 17, 19 and 22 post infection for the late neutrophil wave. The number of BCG or Mth
CFUs present in the lung was determined on days 1 and 23 post infection. (B, C) The data
shown are the mean * SD of (logis) CFU counts from four to five individual animals. The
most represenintive experiment of three cartied out for BCG infection and of two carried ot
for Mtb infection i8 depicted. (D) Day 23 lung cryosections from mice into which green
flustedcant BOCG Myed(9 was instilled were immmmwstbxined with anti-Ly-6G antibody for the
observation of neutrophils and with DAPI (blue) for the observation of muclei tmder a
fluorescence microacope. Colocalization of BCG (green, plain arrows) and neutrophila (red,

dotted arrows) was not observed (magnification x200).

Figure 3. IL-17A- and IFN-y-producing T cells reach the lang at the same time as the
pecond nentrophil wave, Wild-type CS7/BL6S mice were infeeted in. with 5x10° CFU of
BCG or 107 CFU of Mib and killed at the time points indicated. (A) Cells from enzyme-
digested ung tissue from four to five individual animals were labeled with anti-CD3, anti-
CD and anti-y5 mAba and analyzed by flow cytometry. After gating on CD3" T cella (R1),
we observed CD4" v classical T cells (R3) and CD4™ y&' T cells (R2). (B) On days 1, 3, 7
and 23 after infection with BCG or Mib, the numbers of lung CD3™ CD4™ or CD3" v5' T cells
were evaluated. In two independent experiments, the number of CD4" T cella was higher in
BCG-infected than in Mtb -infected mice *p<10.05 (Student's #teet), whereas the mumbers of
Y0 T cella were similar for the two infections. Cell sumbers per mwse are depicted. (C) Day
23 hing cryosections from mice receiving a BCG instillation were immunostained with anti-
Ly-6 antibocy (red) for neutrophils, anti-CD3 entibody (green) for T cells and DAPT (blue)
for muclei, and observed under a fluorescence microscope. Nentrophils (red, dotted arrows)

were obperved in the close vicmity of T cells (green, plam amows) (mapnification x200). (D)
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On days 1 and 23 after infection with BCG or Mib, we cultured 10° cells from ithe total lung
digestions of four to five mdividual C57BL/6 mice for three days in the presence of a mmnber
of HK-BCG cells equivalent to 10° CFUs. The IL-17A and IFN-Y present in the supernatant
were then determined by ELISA. The data shown are from one representative experiment of
two camied out *p<0.05 (Studdent's 7-test), {E) Lung cells from day 23 BOG-infected mice
were stintolated by incubation overnight with HK BCG and PMA ionomycin and then stained
for intracelinlar IT-17A and [FN-y (See Supplementary Fig. 55 for the gating strategy used).
Among the CD3" T cells gated as in panel A, TFN-y was produced principally by CD4 S T
cells, wheteas IL-17A was produced principally by CD3"y8" T cells. The data shorwn are the

mean + 31 percentages of positive cells from duplicate wells.

Figure 4, IL-17RA in won hempiopoictic cells regulyies long CXCR2 ligandy production
and controla the ndaptive wave of nentrophils. C57BL/6 wild-type (WT) mice and mice

with gn mvalidated IL-17RA gene (IL) were infected in, with 5x10° CFU of BCG or 19
CFU of Mtb. (A) Mice were Kkillad at the indicated time points; cells were prepared from lung
tiesue (ot plots) or BAL (histoprams) and neutrophils were amalyzed by flow cytometry, a2 in
Figure 1. Numbers of neatrophils per mouse were determined in lung tissmes from four to five
independent WT (black symbols) or IL (white symbols) BCG- ar Mtb-infected and mock-
treated mice. We also counted nentrophils in BAT. from WT (black bars) and IL (white bars)
BCG- or Mitb-infected and mock-treated mice. (BY C57BL/6 WT (black symbols) and IFN-
VR (white symbols) mice were infected in with 5x10° CFU of BCG and neuwrophil
recruitment to the hings was assessed 23 days later, by determining the nmmbers of
neutrophils in lung tissue (dot plot) and BAL fluid (histograms), (C} Qusntitative RT-PCR for
the three main CXCR2 ligands, CXCL-1, 2 and 5, in hing tissue homogenates from WT

{black symbols) and IL (whitz symbols) mice on days | amd 23 after BCG imfection,

33 80



Résultats | Article n°1

Bxpression was normalized to the mean value for three housskeeping genes: Arpri-1, rel-4
and ppia. The data shown ame the means = SD of four to five individoal mice *p<0.05
(Student's #-test). (D) Recipient WT (black symbols) and IL (white symbols) mice were
lethally irradiated and reconstituted with 7x10° bone marrow cells from WT or IL donor mice.
On day 23 after infection with 5x10° CFU of BCG, the mean + SD number of neutrophils per
mouse was calculated from the lung tissue cells of five individual mice (dot plots) and from
BAL cells (histograms). *»<0.05 **»<0.01 (Student's s-test} {E) Quantitative RT-PCR. for
CXCL-1, 2 snd 5 was paformed on chimeric mouse long tissue on day 23 post BOG
infection. Expression was normalized with respect to that of the housekeeping genes krpri-1,
rel-4 and ppia. The data shown are means + 8D for four to five individual mice **p<0.01

(Student's s-test).

Figure 5. Higher levels of IL-17A and lower levels of IL-18 are produced in infected IL-
1I7TRA® tham in WT mice, (A) Lyngs from WT pnd IL mice were embedded in paraffin on
day 23 after the instillation of 10> CFU of Mtb. Sections were cut, stained with hematoxylin
and eosin and obeervesd under a light microscope. Sections with typicsl flarmmatory cell
infiltrates are shown. (B) Total lung cells from four to five independent WT (black symbols)
or IL (white symbols) BCG- or Mib-infected and mock-treated mice were stimulated with HK
BCG. The IL-17A, TFN-y and IL-10 present in the supernatant after 72 h were determined by
ELISA **p<0.01 (Student's rest). (C, D) Numbers of CDI'CD4’ and CD3'VE' T cells
infiltrating the lungs on days 1 and 23 after BCG infection were analyzed by flow cytometry
in WT (black) and I1. {white) mice (C) and in WT/IL chimeric mice (D). (E) Intracellular IL.-
10, IL-17A and IFN-y in lung CD3*CD4" and CD3*y5" T cells on day 23 post BCG infection,

for WT (black) and IL (white) mice.
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Figure 6. Neairophils produce I1-10 in the lung, whtenuating the effect of IL-1TA.
C357 BL/6 mice were infected with 5x10° CFU of BCG end cells were processed the
following day or 23 days later. (A) 10° neutrophils were purified from lungs by flow
cytometry cell sorting and stimmlated ér vitro with 8 umber of HK BCG eella equivalent to a
dose of 10° CFU of BCG. We quantified the IL-10 present in the supernatant 72 h later, by
ELISA. (B, C) Intracellular TL-10 in total lang cells was stained on day 23 post-BCG
infection, after & vitro stimulation with HK BCG or PMA ionamycin (for T-cell analysis) or
mock treatment. The percentage of IL-10* neutrophils among CD11b" Ly-6C" Ly-6G" cells
(B) and the percentages of CD3* CD4' T cells, CD3'y5' T cells and neutrophils among IL-
10" cells (C) are shown (See Supplementary Fig. S5 for the gating srategy). (D) WT
chimeric mice were infeeted with 5x10° CFU of BCG. On days 17, 20 and 22 they received
injections of 200 pg of Ab NIMPR14 to deplete adaptive nentrophils or of IgG2b as a control.
We stimulated 10° total lung cells from five individual mice killed on day 23 with a number
of HK BCG cells equivalent to a doge of 10° CFUs and the quantified the IL-10, IL-17A and
IFN-y present in the supematant 72 h later by ELISA. (E) WT/IL chimeric mice were infected
with 5x10° CFU of BCG and then killed 23 days later; we stimbuated 10° total hmg cells from
five individual mice with a rumber of HK BCG cells equivalent to a dose of 10° CFU. The
IL-10 md IL.-17A present in the sypernatant 72 h later were quantified by ELISA **p<n,01

(Student’s ¢ test).
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Lunga WT ILATRA & WT LATRA -
Total area (mm®) 253 464 4.71 4.43
Lesion area (mm°) 024 0.69 0.04 0.27
Lesion {%) 949 1487 075 6.08

Table 1;: Total and lesion arean, and percentage of the total arex covered by lesions
(lesion %4) In the lumgs of WT and IL mice. C57BL/§ WT and IL mice were infected with
10° CFU of Mtb and killed on day 23, Lumgs were processed for histochemistry snd stained
with hematoxylin and eosin. The mean empty surface area occupied by vascnlar and bronchial
arcas wae determined on § reprepentative slides, Thig coarection factor was deduced from the
total area of the solid tissue section, to obtfain the total lang area. The areas occupied by
legions were then measured and sveraged for 20 representative hmg sections from two mice n
each group. The proportion of the total sclid lung sarface area covered by legions was then

determined. Results from two inependent experiments are shown,



Résultats | Article n°l

A

Figure 1
10 1
E i R1 w400 R2
1
-: cx aq
12 | $2 o
3 a
10
: 100 e
1M WP 1 1E AP 1
g 104 .
2 R1 L T ] :
: - rj”
104 Wl'; }
1 _: é
3 |1 10 g %2 &
& R2
w01 8 0 : Q
1D" - Ty Y TrTeT T 1F Ty Ty ey T
W W M w1 o™ 1 1R 1 1
i1k Ly-20
Er . Opes _ 4 O FeS
i‘g, _: encc £ M BCG
5 _s rta
E‘_ ‘ L =
) E 2
WY
;1- I:l i’ 31'
E @ » ‘ -
||.l! T T T T T T ﬂ'
1 3 7 23 EA 1 1 7 23 &8
Duty post-infection Dy pout-Infaction
$ 7 Opes 4 [ PeS
Eu- AW E H Mb
S 5 . 2il
‘.
E 3. i % g'z-
iz A 4 ‘% 3
= 7 3"
B "
=
2 i
1 8 7 29 54 1 1 7 & S5
Day perst-indection Dy proyt-indection

82



Figure 2

A B
&0 8 Lha BCE B 5
E —_ 0 HKBCG 5 .
'-
. 2 3 :
| 53'
E-ﬂ-" ﬁa- -2_
2.
32-% _@ 2 ] E.‘_
P o @ ‘
Eﬂ T T T g ﬂ" ﬂ'
" 1 23 1 3 71 23 42 1 3 7 29 42
Dery posi-irfection Oay pen-infisction Dy pow-irfaction
c 6-
I O wirkypes
5 H NIMPR14
=
& 4 =
g
| ]
L
1_




Résultats | Article n°1

Figure 3

0 wBd} w11

O CO4* v
W CDd-

G
wipea Puganpoud-e Nl
S0 %

83



H\WT
CIL-17RAS-
mlﬂ.m

3_
i l
Ly 1 I

i
-

¥ Lanx] sydoamea Teg ¥

J H

Ui
m.ta
n?

| # |
l.nft-_

o
so-H B

a1

4 -
o
o0 -#I-
o S S e e A R
) s yonneu sneeg) Buny ¥

- 1

PBS

EWT
1 IFN-R-

“bord uiydoansa s g o o
L
0
L
O.T .
— m 3 .
_rnEliE__!-i!-.!_ * U SeaEe aApEp

uopEssihoe sapm
1000
._-T_o._- _m
o l%_m
o
§ & & &
udeaHiEs sapmm
10

Rexciplont whraln
HWT

O I-17RA

r T T T T 1
>y + L I | - <

L0L) 3 ydugneu TR &

o

%

|

a It...____._.l.!l.__- mm

T T
L WwWTr L

1

Radiplent stmin
N WT
O L1 TRA+

WT IL WT I

2 g R

WT IL WT L

a
BM
homor

BM wT

P& & ¢
uossaxbe sapEw
1R

ooeel  ©

L WT L

Sadi 00 |

T
I

L wT

3
1 =u_-l._..._u- AR
F-o o} o

H



Résultats | Article n°1

BE o

m_mw

BE
bE

i

- =)
1) vee 24 20D

S ©

B

2. .
,..ﬂ : X
EE_-!.EuEnu [

¢

E
®0 sa+4bo
i
P

,m

8

&

|
o -
rl_...u...u__-nh...nnui
o HH O
o e

n@-
Y

[ E—
=3

Dty powt-infaction

- "

= {a01) Wi ..._-_nu_ﬂ...ﬁ ¥

o

%
3

-

s Bupnposd-eNd| £02 %

I
Jw
L

= 2 ® £
e Bujsnpoid-wil-E .£00 %

g
8
%
:

B oW m BN = B
w2 Pugonpeudei =T .$09 %

84



4 2 - 8
o a
T s Buphpaxdal-1 %

B HK BCO

W - w =

. dageu Bupnpod-g)- %

O Moek
H HKBCG

MD.

| ND.

Figure 6

2 Iwmrbyyms
# NMPR14

=

WT L

wT oL




Résultats | Introduction article n°2

B. Communications cellulaires entre les PNN et les autres cellules
de I'immunité: les CD et les LcT

Article 2

Mycobacteria-Infected Dendritic Cells Attract Neutrophils That Produce
IL-10 and Specifically Shut Down Th17 CD4 T Cells through Their IL-10
Receptor

*Emilie Doz, *Robin Lombard, Florence Carreras, Dominique Buzoni-Gatel and Nathalie
Winter

* contributed equally to this work

Lors de l'infection par les mycobactéries, les PNN peuvent participer a la mise en
place de la réponse immunitaire, soit en contrélant les bacilles soit en établissant des
communications avec les MP et les CD. Notre équipe a montré aussi bien avec des cellules
humaines que murines, que des PNN infectés par BCG pouvaient transmettre des signaux de
maturation et faciliter la capacité de présentation des antigenes par les CD [491]. Lors de la
phase chronique de l'infection, notre équipe [516] et d'autres auteurs [517] ont montré que les

CD étaient réservoir de mycobactéries.

Les interactions entre CD, PNN et LcT dans le granulome pulmonaire a mycobactéries
et leur impact potentiel sur l'environnement cytokinique ne sont pas clairement établis.
L'objectif de cette deuxieme partie est d'étudier les interactions que les CD infectées,
présentes dans le granulome pulmonaire, peuvent établir avec les PNN et les LcT également
présents dans le granulome. Le rdle de ces dialogues sur le microenvironnement

inflammatoire est également étudié.

In vitro, des CD sont dérivées de la moelle osseuse de souris C57/BL6 en 10 jours de
culture en milieu enrichi en GM-CSF. Ces CD sont ensuite infectées par du BCG fluorescent
(souche rBCG-egfp) puis mises au contact de PNN purifiés de moelle osseuse par tri
magnétique aprés marquage par un anticorps anti-Ly-6G. Le troisieme partenaire est le LcT

activé-mémoire CD4", CD62L" et CD44 " purifié par cytométrie en flux a partir de rates de
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souris transgéniques OT-II (dont les cellules CD4" portent le récepteur spécifique de
I'ovalbumine (OVA)) qui ont été vaccinées par une souche de rBCG-OVA. Notre modele
reproduit in vitro les coopérations cellulaires entre ces trois acteurs de la réponse immunitaire

qui peuvent survenir dans le granulome, lors de la phase adaptative de la réponse.

Nous avons observé que les CD infectées par le BCG produisent de fortes quantités de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6 et IL-12p70) et également de chimiokines CXCL-
1 et 2 impliquées dans le recrutement des PNN. Lorsque les PNN sont séparés des CD
infectées par le BCG par une membrane poreuse, ils la traversent rapidement pour aller au
contact des CD. Le PNN participe au controle des bactéries qui ne sont toutefois pas

complétement éliminées.

Le contact PNN-CD/BCG favorise surtout la sécrétion par le PNN (et non par la CD)
de grandes quantités de cytokine immunosuppressive IL-10. Lorsque le PNN est séparé de la
CD infectée BCG par une membrane ne laissant diffuser que les molécules de faible poids
moléculaire la production d'IL-10 est abolie. Zhang et collaborateurs [138] ont établi que le
PNN infecté par le BCG ou stimulé par du BCG tu¢ a la chaleur produisait de I'lL-10. Dans
notre modgele, la stimulation de la CD par le BCG tu¢ ne permet pas au PNN attiré¢ au contact,
de produire de 1'IL-10. Nous avons aussi observé que la production d'IL-10 par le PNN apres
contact avec la CD infectée est contrdlée par les voies de signalisation médiées par Syk et la

molécule adaptatrice MyD8S.

Le bacille doit donc étre vivant dans la CD pour que le PNN soit en mesure de
produire de I'IL-10. Nous avons alors observé que les PNN au contact de CD infectées par
rBCG-egfp acquic¢rent la fluorescence indiquant un mécanisme de transfert des bacilles
vivants de la CD vers le PNN. Bien que nous n'ayons pas ¢lucidé les mécanismes cellulaires
responsables de ce transfert; il semble que le CR3 soit impliqué.

Nous avons ensuite cherché a comprendre comment 1'[L-10 produite par le PNN
pouvait influencer la réponse immunitaire adaptative qui se met en place au moment de
l'arrivée dans le poumon des LcT activés. Lorsque les LcT CD4" CD44" CD62 isolées de
souris OT-II immunisées par le rBCG-OVA sont mises au contact de CD infectées par le

BCQG et de peptide spécifique du TCR-OVA, les LcT produisent de I'[L-17A et de 1'TFN-y.
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L'addition de PNN dans cette co-culture inhibe la production d'IL-17A mais pas de
I'TFN-y. Cette inhibition de 1'lL-17A est dépendante du contact entre le PNN et le couple CD-
LcT. De plus si le PNN est isol¢ de la moelle osseuse d'une souris déficientes pour I'IL-10, il
n'a aucun effet sur la production d'IL-17A. Nous avons corrélé ces observations in vitro avec
la réponse établie in vivo. Chez la souris OT-II immunisée par rBCG-OVA, la déplétion de
PNN par injection d'un Ac spécifique diminue la production d'IL-10 et augmente la
production d'IL-17A dans le poumon par rapport aux souris injectées avec un Ac controle.
L'TFN-y n'est pas modulé par la déplétion des PNN. Enfin, nous avons observé que seuls les
Th17 expriment le récepteur a 1'IL-10. Ceci explique pourquoi les PNN producteurs d'IL-10

modulent négativement la réponse Th17 mais pas la réponse Thl.

Pour conclure cette deuxieéme partie, nous avons démontré que les CD infectées par les
mycobactéries, telles que celles trouvées dans les granulomes, attirent les PNN. Un contact
établi entre ces deux types cellulaires permet un transfert de bacilles vivants et surtout donne
aux PNN la capacité de produire de 1'lL-10 immunosuppressive. Nous avons ensuite mis en
lumiére in vitro et in vivo, le réle régulateur des PNN sur la réponse inflammatoire Th17, mais
pas Thl, via leur capacité a produire de I'lL-10. L'ensemble des travaux de ces deux parties
suggere bien un réle nouveau du PNN régulateur dans le contrdle de la réponse inflammatoire

IL-17A.
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The Jurrsl of Immurslogy

Mycobacteria-Infected Dendritic Cells Attract Neutrophils
That Produce IL-10 and Specifically Shut Down Th17 CD4
T Cels through Their IL-10 Receptor

Emllle Doz,' Rebin Lombard,’ Florence Carreras, Dominlque Buzonl-Gatel, and
Nathalie Winter
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totsd celi weare purifed Trom lung tiwee ofer 1 b irsdiment & 37°C with
1.5 mpm collagersss O (Rochs) and 40 LYmi DiAse A {Roche). Calls
vara Tl barad with & 100-1m rylon call sminer (B0 Felaon) end suspancied
In compleis mesdum bafors inmualion with BOG or OVA peptide [
TOE, sauencs ISCPAVHAAHAFINEAGR, Polypepdds, Strashoung,

Frarce).

To taat the Involvernant of te aplen Gyrosl e Krees (Svk) palfsvay In
IL-10 wa brastad oall s with 1 miA plosstennd (S gma Aldrich)
ol 1 nid of thalnhibior FR73149 {8 gma Aldr dh} for 1 he Conirnl walla
receiverd the CMIEC divenl dore. Calls vwere s tnxded with 15 mgiml
all-C011b Ab [dovs M 1T BD Bloxences) ar ral IpB3hk Isclyps
ool for 1 h The all cultiure ware harvled 10-20h s

mperalarts
and wwwyad for IL-10 by BLISA [idix from RA D Systems.

Detection of cytoldnes In cocul tures

CSTHL A& BM ECawwra I nfartad with BEG st mn W of Sfor2h Amikodn
(200 mgfml) wen added end the semples Incubated for 2 b b ldll sdm-
ol lular BCE i devcr bed previowly (32). Thia irsiirment wae spplisd o
Iha800-rfaced EMDC frugioul the shudy. bafore te Imcubsiion
with nautrophils. Altemativaly, oal|s wars rasterd wilh 100 ng'ml LPS
{Eacharichln eolll, sarntyps C4 11:Bd; Slgma Aldr oy} Stvwen hoors [atwr,
tve BMOHCw wrarewasihed twroe times with PBS axd plvcad In contict with
meulrophi v 2 nilo of iwo reurophile for-one BMDC for 16 b For some
spaimris = Indcalsd, COAM/COMAZICOM" T aalle lwdaied from
CT-l1-Inwmnurized rrios wars addad s aratin of 40 T calle for 1 OC and
Hh sanvples Incuhwtanl for & further 46 b, In the pressnns of 2 miyd O
papticl, Cylckdnas In the ool ure aypemabanie wars detectod by ELHEA,
(idim fron RED- Syslemej.

Tranasell cultunes for neuinophll migration ey

Allquols of 10° BMDCY, proviowsly Infected with BO@ el on MOI o 5
add irmiad with LIPS (100 ng'mi) or mock tresbed, were sseed In 48-
wall Trnawell spstern plates (3~ poras BD Falocn). Contrd wllx
el read el aupplamentad with 4 ngdml racembinent £01 1K
{RED Systernsd, aru 23 107 nevtrophilwere placed In the Invert. Thity
minuies kder, dl colly wers Erveited from the wells and counted, Than
|mbaled with Glamam snd sxamined under T (Ig microscops o count
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rvircphlis Tolsl reutrophll counte are reporisd relellve to {he tolel
rumbe of oalls In thawall.

Salisical snalvas
Priam 4.0 sofwvers [GraphPad, San Olago, CAY was ussd for stall atieal
aslysos The urpalred two-bilbed Mam-dYhiinegy T w

umd or all deim, excapl Tor thowe In A, 1A ad 1B Tor which two-way
AHOVA and tha Bonfermon's post hoo tesd wars usel S gnifioenos |5
cdenolad by sstarislex *p, 005 **p, 004, and***p, 000

Resulte
BCG-Imacied DiCa atiract nevtnophils

DG oo werve o s reservalr for stow-growd ng mycobacteria (B-10).

Vil | nvesll cpaterd the prochicti on of el ecbed Inflammatory: oytold e
ard chamokines by BMDCa Infached with [ive BCO, For raferance,

DG v stimulated with a high doss of 10C ngmi commandal
L, which |5 sirang TLRA and TLR2 aganist (33). Tha pm-
duction of ihe Inflammatery cylokd nes IL-12p40 and THF wea
signiicantly higher by DCa Infectad by BGG than by OCa atim-
ulated by high-thes L FS (Ag. 1A}, comisient with the simong sfu-
vant nature of the BOG vacdna BOG-infached DiCe i e producad
large amounis of IL-8, CXCL1KG, and CXCLZMIR2, which
o | mvolved [n neulmophll recrultment (34-36) {Fg. 1B). Wethen
plaoed B -purified rmrophlis In e It of & Traewesll sys-
fair 2 sl the lower compartment with BCO- niwcted DCa
Neutrophi le quickdy migrated towerd BCG-nfeciad DCa (Fg.
1C}. This demorsirebes that BCCHnfected DC3 strongly renult
rmairaphl |2

DxCa Infactad with | e BEG Insinud neuimphlla to produs
IL-1

Wea nad melyzed cooperstion bebwesn BCG-infecied DCs and
netrophl |5 In the contral of myoobectenial Infecon. As eqecs,
navtraphl |2 wars mone affective than DCs for Wil ing BCG. BCQ
idilIng was four Hmes moreaffl dent when neutrophl s wena placad
|n coplect with |nfacted DCa than In thelr sbesnce {Fg. 2A). In-
dlcating that redmophlis hdp DCe 0 control BOG However,
meutrophl|-DC cocperation did not diminete BCG complatdy.
Inflarrmatary oyiold ne and chemoldne production by BOGH nfected
s rmaine] high In the presnos of medrophlls (Supg emental

A 4 [Mock
OLr
FIGURE 1. BOSHnfacked DCx sarsin 3| Meca
chamokine o atinct neutrophlla. (A o
B} A totl of 263 107 moum BNDCEws:
atimuioed 46 h with LPE (101 ngfml} o i"

cyickdnem [A] or cytoldree snd chamold 1
Irwval vad In meutrophll ecrulirmet (B wars

NEUTROPHILS COMSTRAIN 1L-10Ra EXPRESSING ThiT CELLS

Ag 1A, 1B} IL-10 |3 presant In greanulomes (3T}, and neutrophila
produs [L-10 In resporss in myoohecieria (39). W themfom
tctord wbmithwr 1w DC-reairophil Indsrarti on coniribuie ta IL-1D
production. DCa Infacted overnight with BOG showad mini mal
lovel of apopivelz sl neorods {Supplementd Ag. 1D). In the
absanca of reuimphile, BCOHrdeded DOa producssd (Imétad
anounts of IL-10 (Fig. 28). Howeeer, whan naulnephl iy wena
mided to BCG-Infected DOy, IL-10 mecretion was submisntiel Iy
firaabar. Thea phyd cal sycaration of tha tawo cell aubsta In a
Tranawall ayalam rabrmaed L -10 product] an to levale obearved for
BCGH nfectad DCs in the: sbeence: of neutrophila (Ag. 28); this
Indicobes: that seluble fackrs produced by the: DCs or the e
trophila ware inaufMclent ta uprsgulste IL-10 production in
oocultunes Wea nad analyzed how nauirophlle contrd bubed 4o IL-
10 srpifon. BOGHnfawl CD1G" DCs wers cordburml with
Ly-6C" nautrophile, and Intrecaliuler | L~ production wes ana-
hyzad CD11%¢" DCa contalned very littie|L-10 (F1g. 2C}, whanos
most Ly-8G* neutrophils stained podttve for | nracelluler 1L-10,
Indcaling thal they wera reporsible for most of the IL-10 =
craion (Ag. 2D). BCO-Inheched wild-typs DCa wers mixad with
neutrophils prepaned from IL-10F 2 mouse BM: few IL-10" cellz
werw riiscind, oonfirming thet: rerrophls waes the maln monirb-
wtora ta 1L-10 sacrafion (Fg. 253 W then Inveatipaied whether
nautrephiln could ba Infaciad by contert with BOG-infected DCa
and, If m, whether this conir buted to IL-13 scration. DOs ware
Infectad with tha grean Aushecant racsrbinan BOS {rBCO)
afrain Myc 408 produd ng ESFP (133, mboed with nevirophlls, and
Incubated overmnight. Seventy percant of the neutroph s ol apleyed
gramn fluoresnos (A 23 showing that they had bheen Infacten
with BCG by DCa Twea thi nda off the gresn fluorserant rautrophlle.
produced Intrece luler 1L-13, condalent with BCG ecquidtdon vie
Infecterd DC lesading i | L-10 production. IL-107" retrophlisin
onted with Myc 408-Infected DO aouired grssn Tuorassni
BCG o the samo adant oa wild-typo newrophlle; however, In-
trecaliul & IL-10 wan barely deteckd In the IL-1° 2 EGF* cella
(Fig. 2H}. Inberadti ngly, when DCa were aimulaed with HK
BCG, thair abitty to Insiruct nautrophila to secrete IL-10 wes
aubnisntially lower than after llve BCG Infection (Fig. 213 In

agreament wiih 2 mpart from Zhang ot &l (34}, wa obowrved thal

E- - ok
- (w1
1n- Heca

in_ -

with Ik BCO {WOI of 5L Infammatary B
I mmli] |

o by FLISA (03 A tobel of 53 #F _-r_I
FiiNs wan placad In b Ineert of & 3-mm L T
poneesin Trenawell dades, s 253 #0F ™
Gy, diher BCQ Infected or modk treded C
for 18 h, wers plaoad (n the wall. Conird -
wal conlzined atha medum sae or

1 nghml CXCLA In madim Tolel osl ks wers
herveded fram the well flr 0 mined &
couniet, after Mpy=Grirumkd-Olene =
saring, PuNe recogrized by their ¥
Tragrmniad rucl s wers courted amd PN

tobel mumbera wars rapnassid according

o tolal ol counk. *p, GO6 **p, O0MH,

wadp, OIEH.

L-Zp0

IL-12p40 L

APMI MockdC CXCL1 BE@DC
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FIGURE & DCrinfactad with |veBCG Induns nestrophilsfo produce IL-16: (&) DCswansInfectad by Inoubation for 2 h with BOG sl MOl of B, trasked
weith amilwdn, ard tven coculiured ovamight with PMNG Conirol DCaand PM N3 d anewere Infected serd culbured In the-same comdborm, The cellewea
then hyssd and BOG CRUs pountacl, Rasl tx reportac] srs raprassniall v of dupl|osts nmsssns [ thoes | ndspendart sqardmanis. **p o= 0002 {B) A toiel of
233 10° DCoirfecksd s In {A) wan cultured with 53 107 PMNG In some wells, PRINewere dleced In the Ineerl of & 0.4-mm pore-stze Trarswel] device
10 weparais Tham from DCa. Culburs supermetents wars harsested 18 hisber and sy for IL-10 by BLISA, **p = 0.005. {Cand D) DCs Infacted m In {A)
wera placed In oonines with PRNL Tha semplss wers Labl od with DC-speniile antd-C01 10 end PRAN-spachic and-—Ly-5G Ab, snd Intrecellper |L-10 wes
siainwl. Aflar puiing to sliminsls calluler cebrix, Inirecelluiar IL-10 production was scemined In €011c* 00w () and Ly-0G" PMiNa (D). (B) Smila
mcpariment sl galing stmleygy o that deacribesd In (3 mnd [0 with BEG-infacierd DCa In contard with P s obtainesd froem IL-AP™ mies (F-H]) DCa
warn Infacien s In (A} with BCO sirsin My A06-producing EGFP snd flecd In contad with wil d-iyps {3 ar IL-10%" {H] PhiNa. {F) After call-mrfece
Inballng and siaining of |ninsosl(uler IL-10, Ly-8G" PANS wra getad [R1) o smalyos thalr BCG Infaction snd IL-10 procduction stsh (1) A tobsl of 2268
10% DOw wasa Infiexted with Ihes B3, tredted with HK BOG st 5 dowe equbvadent be an MK of 5, or mack-trested and cultured with 53 90F PMINA. ()
Dimat BCG Infaction, HK BCG simulsion, or maodk stment of 53 KP PUNE {1 and ) 1L-10 conosniralion | ol fune supsmaisnts celsmminad by
ELIBA 15 h lber. Mexsures ware porformed (n tpllcde with cdla from bee dfarent srimela Resulis reparkad In the figure are from one ageriment,
repramnintive of thres Indepancent sqarimanis, **p = 0002

maurophile dractly Infaded with llve BCGQ prodeced lange  afimulated DCadld not ceues reutraphlle o produca IL-10 (Ag.
anounts of IL-10 (Ag. 2I). Although conlact with HK BOG— A1), dinact expoaurs o HK BCG led 1o aubstaniel 1L-1¢ sacralion
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Iy neulmophils [Fig. 28. Theea varkous obeervalions sigpeat thet,
upen physical aonbant with DCs, neutrophil= can ba Infected with
v BCG, ard thiz concad them to prociucs |ange smosmbe.of IL-10.

£011b archastrates rastrophll-driven MyD88- and

Syi-cepanciant | L-10 production after contact with
BCCH ook DCw

Sy anad MyDER are mgpar nggilaions of IL-10 producton In me-
frophile dinecly Infeciad with nycobacteria (38). W Inveatigabed
wimtier e ety wers sl Ireghas In 1L-10 production aftr
contact bxivean BCO-Infacied DCo and renirophlla. Trestmrent of
BCG-DC-nauinophll comilbures with the two Syk [nhibliors, ploss-
ol and BRZFES (39, 40), substanially neduced |L-10 sscrellon
{Fp. 3A}. Syk Inhibiiors did not Impair neuiophl visbliy (Sup-
plarantd Fg 24 ar TNF production [(Supplementd Fig 28).
MyD68%2 wrd wiid-type mice-derived DCa were Infacted with
B3 and condhred with nautrophlls from sech sckegrourel
Wiild-type nautrophile acutbred with BCO-nfatad DCa from
the two ganatic backgrounds produced Airmller quantitios of |L-10.
Irn oot IL-10 sewredion by MyDS8 % neuirophils eooulbure
with BCO-nieciad v ld-typa DOs wiae aubatartially lowsr. Thia
Indlcates that neutrcphi Ia naquina MyD8a for IL-10 produstion in
reaponaes to BOGHnTected DCa. However, BCG-Hnlecksd DCs do
ot reuire MyDB4 in lrsinue neuirophils to produns 1L -10,
COMBWCDIS {CR3, Mao-1) |2 an integrin srongly axproosad
on neutrophils end thet acls &5 & recepior for my<obecteria (41).
CM1b Is s abe o stivele Syk to tigger antl-Inflamrmlary
progsarticg In Irmabe ol le (42, W atudiad tha rale of CD11b in
IL-10 procuction by neutrephile. Traaiment with amll-COA1b Ab
hefore drct Infaction with BOG rechos] restrophll capety i
produns |L-10 by 64%, {Supplemenial Flg. 2¢). We Hen Infecid
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NEUTROPHILS COMSTRAIN 1L-10Ra EXPRESSING ThiT CELLS

OCa with gremn flucreecent My 408 and plaoed them |n contect
with neutrophil= In the presnos sl sverrs of sanl-CD11b Al
Tha rumbera of neutrophlle eeuiring graen fluoresancs [n the
presnce of ani-C01 1b Ab wias half tht [nits ebeance {(Fg. 3G
1L-1} production In BOGHnfecked DC and nevirophll oanultures
wi dmod complatay aballehad by b prasass of anll-CD11b
(Flg. 3D). Thenafora, CD11b appears o be requinad for the up-
reguistion of I1L-13 production by the Interaciion betwesn BCG-
Infected DCs ard revdrophlls

An-BCE Th7, but nat Thl CD4 T, cadla axprasa the IL-10R
and are senaitive to IL-1TA shut down by IL-10-procdudng
nautrophile

Bacmsw nevtraph I In aontact with BCGH nfeced DOx produos:
IL-10, an entHnflanmatony cylcking, we |nveall galed whathar thie
cocpemtion modulales fhe T call respores. CO T cells camying ab
TCR arm Imporiant for the oonird of a, manly thremgh
I production (43), CO< ab T oulle producieg IL-17A des play
ardain prolaction (20% avan though exacarbated |L-17A production
desiroys the lung (22, To addnes; the ngulalion of 1L-17A po-
dxdon by ab TCR-CD4 T callg, we Immunized TCR CVA frame-
geric OT-Il mica (28] with rBCG airein Mys 3301 produdng OVA.
To generats high numbear of activtsdmemory CD4", CO4an
T culls, we 15w e . Inocidation mubs, o oss o BOG iniademal
vacrd nation usad in humana, GO, CD44™ T calla aertad from OT-11
mice 4 wk after immurizstion pmduced lape amounts of IL-17A
ol IRd-g In negpores to BOGHnfenbwdl DGy s the CVA. peptide
(Hg 44, 48). When reutrophlls were added, IL-174 pnochction
win greatly reduced. Howover, whon neutrephils from IL-10%2
mica were used, IL-1T7A pmduction wes aimilar to thet In the s
mron of neulrophla. This [l ot the 11174 prochctan by THT

] Mok
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FIGUREA CD1iblsinvelved In BEG soquisiion by neulrophils snd regul sies: Syk- snd M yD38-depancent IL-10 production. {A) DCx Infactad with
BC3 gin Ag. 2 ard PN cooul burss wers tnssbed with the Byk Inhiblbon, plosterd o BRZFAMS, 4 1 mv exch, Control wel e were tresbed with el
volumaal D0 s vanl. The IL-10 conosniration In asthurs suparrstent wes masssrad by ELISA 18 histar. *p = 002, (B} DCxand PN vwars chisl nad
from MyDE? or wild-type mowe BM. A iobd of 259 10" DOx Infected aain Ag. 2 or mock-reded were placed Inooonkct with 53 10° PMNefor
18 h. The IL-10 acnoentrall on (e ol s suparmeban] wes determinad by BLISA, ***p e 00002 (Cand D) A toiel of 53 10° BCx Infactad s In Fig. 2
with rBCE sirein Myc 408 wa Incubsted with entl-CO1b or Iobyps cortrd (13 mgimi} or not irealsd, then daced In conlect with 1° PMINA (Q)
Faroaniags of flucmenent PMe wes deleminad by FACS: aftar galing on Ly-BC* palls s In Ag. 2F. “*p = 000E [0 IL-10 ponosnbmll ons In oultuns
Ay vt neamraci by B 1LSA. 16 hilmer **p = X (A By el ) Moammas wans parfornasd n rpl e with calls from besy difforert anineela
Rt reporied 1 e figure ars from one egaimenl, epresnisiive of s Icepencent scpaimania
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FIBURE 4. IL-10-proccing meviropi s sl cally downmgulsie TH7 CO olls sqreming IL-10Ra . A iolel of 255 107 DCsInfuciad with BCG =
InFig 2 woscuhursd evemipht with 53 1% PMRafrom wildtyps or IL-HR9 mica A el of 755 100 COMCDMETTEN 1 T pellatrom OT-11 rios

Immunizd 4 wh ariler with OG-OVA wiss FACE soried end aided o the widls In e presace of 2 npiml OVA pagtida. IL-17A (A, 1AN-g (B ad
1L~H) {C3 wra swwyend [nooutiurs supamatenis 72 b [ater. Rast e maens + S0 from i pliosles. performad wiih oslls from two o farent snimals. Thras
I neleporciant axpar maniaware parformed snd the relte repariad [ e figure sre fram one represenisthe ecpaiment. == p = G002, == p = J.0004. (D-F)
Fow qytcmatny smelysis wes parformad on galed COJFCDA4" calls (D) aPer stimulsllon with BOG-Iinfactad DOCx and OWVA, paptida, [n fhe shwanos (B or
preveancs [F) of PRINS and Inireced|ular et FN-g o ent-L-T7A sbaining. Two | ndepordant s  menis were parfarmed end il e for ans o srwn
(G4 Aster ol -arfaoe snt-IL~10Ra and Intracslluler sl -] F-g and ant-IL-17A siining, COCOGME IFM-g" (thin 1ine) snd COMCDG" 1L-1T* [thick
Trwj e petecl 0 oy IL-10Fe sepresson. GO CD44" IL-17" collwwvars stained with contrd Ab of serme lotyps es ont—|L-10Re (ceiwd line.

CDd T culle wen dowtragulaisd by neurophil-devived IL-10 {Fig.
44}, By onirssl, |AN-g production remalned unchanged wihan
nautrophl s wena acklad {F4g. 48], Indcaling that the Th1 CD4 T
cals gereraled by mycobecterial Infecton wers nol affectsd by

Ix. Tha sdurt of 1L-17A dowrreg allon was Imarsly
corndated with 1L-10 concantrations In colturaes. aontal ning -
trophilafram wild-Htype mica (g Mo IL-10 production wes
raincied] when reudraphils from IL-107 2 mics wers sl This
chowed that aven In the preence of Ag-aecdflc T s, IL-10
wian produced by neulrcphlla. Monaeover, nautrophll-derivad 1L-10
wpacifically dowmregulated ThiT and not Thi CO4 T cels As
with ECGH nfecterd] DC-neimphil oo b, 11 - K} produdtion wee
mubsiontd ly naduced when noutrophlls were phyacally scperaiad
from the BCGHnfecied DCs and CO4' T calle OvA-spedfic IL-
17A. proviaction wess mbored, wherses IFN-g poducllon waes un-
aifactad [Supplamuntd FAg. X,

To dalarmine how nauirophils reguialed IL-17A and IFN-g
prshcdon, we parformed Inirelluar ayickine stalning. Two mb-
asto of CD4", CO44™ T calg, producing shther IL-174 or 1PNy,
were chasverl after activation with BCG-nfeckad DCa and the
WA paptide (g 4E}. In the prosance of neutrophila, IL-17A
synitewlx by COU", CD44" THIT ol s wo :l:nﬂﬂy aballshed,
winnais tha [N production by CD4", COM™ T calls wes
unaffecksd (Fg 4F). 'We than Investigatad whather both T cal

aubesty oould recetve IL-10 dgrals. Only the CD4' T olls pro-
during |L-17A sinirerd posl thes for IL-10Ra [Fig. 44, splaining
why only Th17 CD4 T cdla wena sl tive to downnagulaion by
IL-10. Therefons, neulrophll-driven IL-10 le resporsl ble Tar strong
dowrmeguiaiion of IL-17A ssorslian by ThiT CO4 T ool 3 becs se
of thlr spatiflc s on of IL-10Ra.

MNeautrophils producing 1L-10 downregulate Th17 CD4 T cd s

Invva

Tao s the aifects of L -10-producing reotrephlle on e Thi!
TH7T halanca In theconted of naburel Infection with myeobacteris
In vivo, w Immunlzed GTH1 mios by |.n adminisirstion of the
rEBCG-OMA airaln My 3301 ta tarpet tha | ungg. Thies wesia |atar,
the mice ware Injected with NIMAR14 Ab that specifically do-
plwtes CD116" Ly-93" neutrophils (Supplemental Aig. 4) or with
aoniral Al of the Ipith Imiypa Lung oalla ware hanvesded the
day after Ab Injection and wena st nulated with BCG or with the
WA peplide. Ex viwo BCG atimuletion Induced |L-1¢ sscretion
by the trial onll preparaiions, and reuirophll deplation signlil-
cantly decrasesd IL-10 production (Hyg. 5A), demonstrating the
contribution of neutrophils to 1L-10 production In viva, After
skl tion of the CVA peplics 1o the outtune, CI4 traregen g OT-11
odle producsn IL-17A and IFN-g. Mairephil deplalion slgnil-
cafly Increamsd |L-17A producicn by OVA-apaciilc Th17 G-I
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FIGURES Maurophll deplation In rBCa-COais, Inernized ST mi e rach o 1L =10 production In shalung ene Increesss | L-17A preducticn by OuA-
spacific S04 T s OT-1 micuwars mmmuntzd Lo, with & 3 40° CFLUs of e OMA-producing rBCSE sirsin Myc 3304, Cn deys 20 snd 22, fhemicewar
i il el 200 g NIMPRd Al b apecifcally depl sbe PLA Na £onimel il oo nacofuned an Imelavnt A of samalactyps On ey 23, ol 1rg el by wears
harvestec] and sl mulsted with HIK BCO at 2 doss aquivalant to 'K CRUB{A) or with 2 mgiml OvA peplice {B arel C3. 1L-10 (A), IL-T7A (B, snd IPNg [Q)
wars mwad 3 d Iater by ELISA. Rauits e masr + S0 from cupllosts walls n= 8 miox. **p = 000 (A}, **p = 0.005 (5.

odla [Fig. 58), whareem |N-g production by Th1 OTHI calle
ramainsd unalfectsd (Fg. S5C). Thess obesrvelions confirm that
nauirophl [-derived |1L-10 acta to dampen the meeporss of Th17
Inflammatory [ung T calle In vive ea proposad In the modal da-
acribad INFAg. 8.

DAwcussEon
M. tbarculodie Infects ons third of the world® 8 pepulation snd
Mila 1.7 milllon people ewary waar (1), Even though mary people
caTty tha badill peresiently. they do not present dinlcd ymp-
o, thix |x the corssguenos of & tightly gulaied immune m-
aponsa, which coninole tha multdplicatlon of the baclill bul Talls ¥
diminate the |nfaction complataly. Indesd, mycobacteria Infec-
tion Inciunes & dellcabe soplllbrium bebwsen prolnflammalory ad
antl-Inflammakory | mmue responess, and thia lawsall HHlusrsbad in
pulmonary granulomes whena nycobactaria can roskde for daca-
dea. Athough macropheges are tha cells mosty Irvolved In the
cariral of mgabactario, DCa ara aloo an addtonal nesrsolr for
BCG (8} or M. tubaoulods {10 and, when Infected, diaplay an
Impaired ahility to present Ag ¥ T calls (8, B Infechad DiCa and
naed i ronparsind th other oalla ol anly to aontml
tha Infecion, but el bo regulaks the hoat Immuss eeponss. 1n
thin articie, wo domonsirate that BCG-nfected DCa oiflclantly
aliract reutrophlls by smrating hiph kvsls of chemokd nes, In-
dodng CXCL1 and CH(CL2 Nautrophls ana acute Inflammatary
od la that nespond to mycobactarial Infecion. Thay angulf bacllll
eificienty, both Invitro and Invivo (12, 13). They also play a key
role In granulome famation thiough the senation of C(CR3
Ilgancs that recrult C04 T callm {21). Meutrophils aleo reach the
I nfiactad lungs during cironic | nfection, once the sisptive | mmune
reapores |3 esbabl [shed [44) |n respoes i pErelsing badlll. Ya
i that ECG-Infactal DCs activaly partiel paba |1 eutraphl]
rocrutiment. Conalatent with our obeserveiona, Alrene end cdl-
| (45] Fowm Al shown thal BOGHnfece] DOs animinls-
tarad ta rmouss alrways: Induced airong euirophll resrultrant.
Theralore, DCa chronically Infacied with mycobarckonda prosent in
tha mahure grenuloma (5 activaly participale In the prolonged
recruitment of neutrophlle
Wa cbaavad that DCa Infoctad with green flucreacant BOG
eaimhilshad contachs with neulmphlls, and this ansbled them o
axpirabadill. Banll|] retalre©d thelr fluonssosnon after e s,
wwgepating thet most of thar were el & v Indsad, although
nautnophila may contribute to BCG kllIng upon contect with
Infacted DOw, the bacl Il wers ot fully elimirsted. The Inbegrin
CO11b acpresod by reurophlls el the dectin DC-S1GN
axpramad by DCe e Involved In the Inlemeclion batween these

two Innate cdll types {15 and both ana receptors for mycobachara
(4B, 47). e obwarvad that blocking <O 1b decreased by 509 the
antry of BCO into neutrophlle after contect with Infected DCx
Thum the tranafer of Ilva BCG from DCa to neutnophi |s eppacrs
to be depandent on contact via CO11b. although the mechenlam
Irnal vard remalne i bes ol fied.

Tha Intaractions babwasn tha BCG-Infactad DCa and nautro-
philz led fo & sustalned production of IL-10. mostiy by the neu-
troph s HK BCO applled drcly 1o the resrimophlls effidentty

Gk
B0

ThAT 004 T walln

Thel CXs4 T ol

FIGURE E Modd of Infactwd DCa In granulcnes Instmucting nss-
rophils tc prches IL-10 o dowrrsguisie IL-10Ra-bawing Th17 CD4
T oalla In this moclel, bacilll that resdda In DOw In e grerul onm during
tw clronlc plese of mycobecteria |nfeciion recrult meutrophlls via
L1 end ather cranokines. Conlacts fhat ans sslsh| shacl babwasn oalls.
antle CO1-modded trmder of lve kelll from DSS o neutrophils
that prodoos | L-10 vie Syk- and MyDoA-depasiant pal-wvays. Thass rag-
uaky IL-0-prochedng movtrophlls specdficaly dul dosm ThT CD4
calls et sxpres: the IL-10R. This machaniam may halp coniral paiie-
logliesl 1L-17A prodiaction, s thenshy aenld sepcerbeted rtrophil re
o trment e modersls [nflammation.
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Tha Jusral of |mrmunalogy

triggared TLR recepiors and othear pathweys Imvolved In IL-10
saretion (38). Howsver, when tha Dx wer tresled with HK

BOG and then placed In contact with martrophile, IL-10 prodie-
tion wam minimal. Thia Indicates that ive bedlll acvely par-
tidpata in their traefar Inko retroph = i the upregulation of
IL-10 production. As reporssd by Zharg o al. (38) In dractly
mycobacten 8- nfected nautrophile, we confimed that MyDS8 and
Syk paiweys s mejor regpuistors of the IL-10 proguction by
reuirophlls Iretnucied by BCOHnfeceed DO C0110 repethvaly
riglatea TL R-iriggered | nflamematory raspaorsas by acthvat] g Sek
avl pomoting MyDE8 degradelion upon LIPS iriggering {42).
£, the heeodmer of (D 11b ad OO, Is uesd by myo-
battaria o andar macrophages and Induce o wask Inflammatony
respones (48], Wechaarvad that C0H 1b blockd ng not only reduced
BZG wnbry Intp nedtrophile, bt also reoluced 1L-14 seorelion
aubtanti ally. Tharafars, $OA 1b {CREY) appasre ta ba an lmportant,
albelt dllam, portal of eniry for myoshacteria 1 would be | nfor-
mative o egplon whether Ineslon via COH1b end triggering
IL-10 predurdtion help myoohaniesia to parsist In the hast.

In myockhacteria-infacia] mics, calla within a pulmonery gran-
ulorma produce: more 1L-10 then oells outalde, [llusimting the Im-

ves i caroemd et [0 thees struch e (37). THs

local 1L-1¢ producon may proside bandtte to both the host, by
contrall Ing whal woukd othanwas be masswe Inflanmation, and to
the pathogen, by diearming cels o sllow s survivel (48], Fur-
thamong, [L-10 has an inportant rale In e aquilibriom of e
| A4-g and THF Th1 amd ronment within tha: protecti ve granulorma.
Inhibition of IL-10 agnaing during BCG vactinaion anhancss
hemi-generaiwnl Ag-peciflc |FN-g and 1L -17A resporses (525, 11 -
17A particpabe: In the probecton aganet M. tubsrculoala alter
veccrmtion {23 and In the formallon of the mycobeciarial gran-
viomm {18, 151 Howsver, IL-17A |5 a Hghly Inflanmatary oyio-
Kl Irngl fcataad i 1 & umbar of chronle: |ndlammatory o ooooos,
Induding TB, and it may be responalble for substanial 1lssue
damegs In the host (22). ¥va observed In this shudy ihat IL-10
prochoad buacaige of the intsraction butvwear BCGH ifacted DO
and neutrophila sirongly and apadflcally blunted IL-1TA produc-
ton by Th1T CO4 T celle, wharesa | FN-g preduced by Thl CD4
T olla was nal sifscied In viva neuirophil depletion (n BCG-
Infected OT-11 mice decrassd IL-10 procuction by totd [ung
cals end snhanced [L-17A4 pmoduction but did not affect |FN-
procdaction by Ag-spefic lung CDM T mellx. Th17 mells, bart ot
T CO4 T exdln, Indicse] by npeskactond Infartion aqracd te
IL-%Ra recapior, all awing them to nespond to IL-12 Two sludies
hiss deecribad 1he Importenca of 1L-¥1Fa In reaireining IL-1TA—
drfven Inflamrnation. Chaudhny and el kaaguas (51) dermondratod
that the |L-¥Ra recephor le nequinad to endow ragulatory T od ks
with the capadty i limii TT CO4 T call prolifemtion spectf-
clly. Huber and oollwegues (5] reporisd thet Thi7 C04° T ol
only do adpraa |L-10Ra, meddng then senelthee ta 1L-10 pro-
ducad by CD'FoxP3 reguisgtory T cdla Both of thaee macha-
nisms ars recpined (o sop the prollferstion of methdogical Thi7
CDd T culle and protact mice agdnat intestingl Inflanvmation
(51, 52).

it Is Inidguing that we found that neutrophlls, uaslly cormld-
e 1o be |nrate aell= reulbed i K| pethogens; wers shia to
radrict IL-10Ra" i nflammatory Thi7 CD4 T oella by ascreling
IL-10. This Is In line with 2 new concept off the “reguistony neu-
trophll® that Fom reontly emerged (385, &5 We demorsirate In
thie arllca that IL-10-producing “ negulatory neutrophl |8 wars
Induced aftear contact with BCGH nfected DCa

We hellewn that BXX3 is an azmplshle model for Inberacti o
teking placa batwesn DiCa, rattraphl |8, and CD4 T exdlain th lung
with fully virulant M. buberculod s for tha following namons: 1) the

Importent role of 1L-17 In granuloma fomation hes been first
shasn In BCA Infected mics (1% and lsisr confirresl with
M. borculodla (18); 2 pragucthan of |L-10 by |nfacked neutraphila
In wiine and In vivo has been demonsirsted bath after BOG and
M. tiwraieee Infaction {34); 3] In vive DC Infection hes been
ahcwn beth with BCQ {8, 8, bd} and M. {ubsraiade (55, 58)
and 4} recrutimat of naunophils fo the sie of Infecion hae
bearr showm both with BCG (13, 57) and M. tuberculoals (58, 50).
W proposs a madel (Hyg. &} wherw, during chronlc [ nfectien
with myoobariaria, IL-10 negl alery nautrophile. ans naoruliod by
mycobacted s-Hnfecied resaroir DO present In the gremuloma {B-
L 80). Thers, they spacifically resirial |L-17A production by tar-
pulting |1L-10Ra"* antirycchactoid ThA7 GO T calla. Thia ragu-
|atory loop mey prevant esacerbated recrultmant of newtrophlie In
rppans 0 |L-17A, whnes potecthve Th1 (24 T olls produdng
IR rameln unalfacsed Howssar, Hong-amn eapaonie to myoo-
bacteria or M. tubarcul cds reactivation might aventually recrult
“peiidogicel neurgphlls” & obsarvad In patients with ecllve TB
{23, 24}, Tharafare, alud sl ng the mackor ams goveming bl anoed
racntment of regulaiony veraus pathologjcadl neuiraphlla may haed
to the dewiopment of novel thermpeutic or preventive stmiegles 1o
oomimt TE.
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Figure 38: Protocole d'immunomarquage.
L'utilisation d'Ac marquant spécifiquement les deux différents épitopes Ly-6C et Ly-6G permet la discrimination
entre différentes populations de cellules myéloides, les PNN (CD11b", Ly6C", Ly-6G") et les MDSC (CD11b",
Ly-6C™, Ly-6G).
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C. Identification d'une autre population cellulaire phéno-
typiquement proche des PNN.

1. Introduction

De plus en plus de publications mettent en lumiére la présence de MDSC dans le cas
d'infections [470, 471, 473-476]. Ces cellules a fort potentiel immunosuppressif ont d'abord
été décrites dans le cas de cancer [448-450] ou 'inflammation systémique aigiie comme le
sepsis [518, 519]. Les MDSC inhibent la prolifération des LcT CD4" et CDS" [460, 461] et
aident ainsi les tumeurs a s'établir [515]. Mais leurs récentes implications dans les infections
indiquent un role clé¢ dans la modulation de la réponse inflammatoire de 1'hote dans le

contexte d'agressions par les agents pathogenes.

Chez la souris, notre équipe a montré un recrutement de MDSC lors d'infection par le
BCG dans le derme auriculaire de la souris [439]. Le role de ces cellules dans la
physiopathologie de la TB n'est pour le moment pas documenté mais elles pourraient étre
favorables a l'instauration de la chronicité de I'infection [520, 521].
Comme Martino et collaborateurs 1'avaient précédemment démontré [439], nous avons utilisé
une combinaison d'Ac CD11b, Ly-6C et Ly-6G. Ce point est important car durant de
nombreuses années l'identification des PNN était basée sur un double marquage CDI11b et
Grl ne pouvant pas discriminer les différences d'expression des marqueurs Ly-6C et Ly-6G

(Figure 38).

Dans cette troisiéme partie, notre objectif est de savoir si nous pouvons identifier le
recrutement d'une population cellulaire de type MDSC et, le cas échéant, de définir leur
cinétique de recrutement lors des phases innées et chroniques de l'infection. Si ces cellules
sont présentes nous souhaiterions ensuite comprendre leur impact sur la physiopathologie de

la TB.
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2. Matériels et méthodes

La plupart des résultats de cette partie de ma thése ont été obtenus lors des protocoles
expérimentaux visant a définir le recrutement des PNN ou a caractériser les coopérations
cellulaires entre les CD, les PNN et les LcT. Donc de nombreuses techniques sont similaires a
ce qui a été présenté dans la premiére et la deuxieme partie de ce travail. Je m'efforcerai ici de
décrire les techniques différentes ou apportant des informations importantes pour la

compréhension de cette troisiéme partie.

2.1. Marquages cellulaires

Trois marqueurs: CD11b-FITC clone M1/70, Ly-6C-PerCPCyS5.5 clone AL21 et Ly-
6G-Pe clone 1A8 (BD Biosciences, Californie, USA) sont utilisés afin de définir nos
différentes populations cellulaires de la lignée myéloide. Les PNN sont CD11b", Ly6C" et
Ly6G" et les MDSC révélés par Martino et col. sont CD11b’, Ly6Cint et Ly6G'. Les
acquisitions sont faites par cytométrie en flux (FACS Calibur, BD Biosciences) et les analyses

sur le logiciel FloJo (Tree Star, Oregon, USA).

2.2. Test de prolifération cellulaire

Les LcT sont issus de broyage de rate de souris C57BL/6 WT préalablement
immunisées par BCG et sacrifiées a J23pi. Le tri des cellules CD4" est réalisé sur colonne
magnétique (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Allemagne) (cf Article n°2).
Les CD sont dérivées de la moelle osseuse de souris C57BL/6 WT, puis infectées par BCG
(cf Article n°2).
Les cellules my¢loides Ly-6G™ sont isolés du poumon apres la digestion enzymatique a J3pi
par voie intranasale avec 5x10° CFU de BCG. Aprés marquage avec notr cominaison d'Ac,

les cellules sont triées par cytométrie en flux (Moflo XDP, Beckman Coulter, Californie,

USA) (cf Article n°1).

Le test de prolifération est réalisé par addition de 5x10° LcT a 5x10* CD infectées par
le BCG en P96 (BD Falcon) 72h a 37°C en milieu RPMI (Gibco BRL,life technologies,
Paisley, Royaume-Uni) complémenté avec 10% de Sérum de Veau Feetal (Gibco), 2mM de

L-glutamine (Gibco) et 100U/mL de pénicilline / streptomycine (Gibco).
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Suivant les conditions, 5x10* PNN ou cellules myéloides Ly-6G™ sont additionné dans les
puits. Puis 20pg/mL de "L-NG-Monomethylarginine, Acetate Salt" (L-NNMA) (Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) sont ajoutés quand cela est indiqué.

La mesure de la prolifération des LcT est faite par deux techniques différentes, soit par I'ajout
d'lpCurie par puits de [*H]thymidine (Perkin Elmer, Massachusetts, USA) incubée 16h a
37°C; soit la détection de I'FN-y produit dans le surnageant aprés 72h de culture via ELISA
(R&D Systems, Minnesota, USA).
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Figure 39: Recrutement bi-phasique de cellules myéloides Ly-6G".
A. Caractérisation phénotypique en cytométrie en flux de cellules myéloides (CD11b", Région R1) distinctes des
PNN (Ly-6C™ et Ly-6G~, Région R2). Ces cellules sont donc CD11b", Ly6C™, Ly6G-.
B. C. Souris C57BL/6 WT instillées par la voie intranasale avec du PBS () ou 5x10° CFU de BCG (@) ou 10’
CFU de Mtb (‘). Le recrutement des cellules myéloides Ly-6G™ est analysé dans le parenchyme pulmonaire a
différent Jpi.
D. Souris C57BL/6 WT instillées par la voie intranasale avec du BCG vivant (@) ou tué par la chaleur ({:}). Le
recrutement des cellules myéloides Ly-6G” est analysé dans le parenchyme pulmonaire a J3 et 23pi.
E. Souris C57BL/6 WT infectées par la voie intranasale avec rBCG-egfp. La capacité d'infection de cellules
my¢éloides Ly-6G” est analysée dans le parenchyme pulmonaire a J3 et 23pi.
Les différences statistiques sont représentées dans la figure par * (0,01 < p < 0,05) et évaluées via le test de

Mann-Whitney.
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3. Résultats
3.1. Caractérisation phénotypique et recrutement de cellules myéloides Ly-6G

différentes des PNN

Lors des analyses de la cinétique de recrutement des PNN chez la souris C57BL/6
infectées par voie intranasale par BCG ou Mtb, nous avons utilisé le triple marquage CD11b,
Ly-6C et Ly-6G pour caractériser ’afflux des cellules myéloides dans le poumon. Le
recrutement de cellules CD11b", Ly—6Cint et Ly-6G™ (Région R2) est observé (Figure 39A).
Ces cellules my¢loides distinctes des PNN ont une taille (FSC) et une granulosité (SSC) tres
proches des PNN (résultats non montrés). Leur cinétique de recrutement est, comme pour les
PNN, bi-phasique. Dans le modéle BCG sont observées une premiere vague de recrutement
de ces cellules a J3pi, puis une seconde vague a J23pi (Figure 39B). Ce recrutement est
cependant moins important que celui des PNN et il n'est observable que dans le parenchyme
et non dans la lumiére pulmonaire. Dans le modele Mtb, contrairement au modele BCG, ces
cellules persistent dans les phases tardives (J42pi) (Figure 39C). Enfin aucune différence
phénotypique des cellules des phases précoce et tardive n'est observée (résultat non montr¢).
Le recrutement de ces cellules myéloides est donc similaire aux PNN. Une premicre vague

durant la réponse immunitaire innée et une seconde vague en méme temps les LcT aff et LeT

10 de la réponse immunitaire adaptative.

Nous avons observé que l'instillation de BCG tué par la chaleur réduit
significativement le recrutement des cellules my¢éloides Ly-6G™ par rapport a l'infection avec
du BCG vivant (Figure 39D). De plus avec l'utilisation de rBCG-egfp fluorescent on observe
que la capacité d'infection de ces cellules est faible en comparaison des PNN et cela méme a
un temps précoce (J3pi) ou la disponibilité du bacille est toujours importante (Figure 39E). En
effet, dans ces temps précoces la présence de BCG, révélée par la gfp, dans le parenchyme
pulmonaire est importante (résultat non montré).

Le recrutement tardif de ces cellules my¢éloides Ly-6G™ dépend donc de l'instillation de BCG
vivant. Contrairement aux PNN, ces cellules ont une capacité réduite pour la phagocytose des

bacilles.
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Figure 40: Recrutement inné et adaptatif indépendants de I'L-17RA et I'IFN-yR.
A. Souris C57BL/6 WT (noir) ou IL-17RA™" (blanc) instillées par voie intranasale avec du PBS (), BCG (@)
ou Mtb (&). Le recrutement des cellules myéloides Ly-6G™ est analysé dans le parenchyme pulmonaire a J3 et
23pi.
B. Souris C57BL/6 WT (noir) ou IFN-yR™" (blanc) infectées par voie intranasale par BCG. Le recrutement des
cellules myéloides Ly-6G™ est analysé dans le parenchyme pulmonaire a J23pi.
Les différences statistiques sont représentées dans la figure par ns (p > 0,05) et évaluées via le test de Mann-

Whitney.
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3.2. Impact des récepteurs IL-17RA et IFN-yR sur le recrutement des cellules
my¢loides Ly-6G

Nous observons que contrairement aux PNN le recrutement des cellules myéloides Ly-
6G™ n'est pas impacté par l'expression des récepteurs IL-17RA (Figure 40A) ou IFN-yR
(Figure 40B).
Ainsi des mécanismes différents régulent le recrutement des PNN et ces cellules myéloides

Ly-6G™ phénotypiquement proches.
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Figure 41: Impact des cellules myéloides Ly-6G" sur la prolifération des LcT.
A. B. Réaction de prolifération lymphocytaire Ag spécifique. Suivant les conditions 5x10* cellules myéloides
non Ly-6G™ (CD11b" Ly6Cint Ly6G) (l) ou 5x10* PNN (CD11b" Ly6C* Ly6G") (O0) sont ajoutées a 5x10°
LcT CD4" et 5x10* CD infectées par BCG durant 72h avec ou sans 20pug/mL de drogue inhibitrice de iNOS (L-

NMMA).
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3.3. Caractérisation fonctionnelle des cellules my¢loides Ly-6G

La caractérisation fonctionnelle est nécessaire a la définition de ces cellules pour
démontrer leurs propriétés immunosuppressives via l'inhibition, dépendante de I''NOS ou de
ROS, de la prolifération des LcT. Nous avons mis en place un protocole de mesure de
prolifération lymphocytaire Ag dépendante, 5.10° LcT sont issus de souris immunisées au
BCG sont cultivés avec 5.10* CD infectées par BCG. L'ajout des cellules myéloides Ly-6G™
indique une tendance a la diminution de la prolifération des LcT (Figure 41A et B). Lorsque
la drogue L-NMMA est ajoutée, la prolifération est restaurée. Bien que 1'addition de PNN a la
co-culture CD infectées et LcT inhibe partiellement la prolifération cellulaire elle ne joue
aucun rdle sur la production d'IFN-g. Ceci indique que seuls les cellules CD11b+, Ly-6C+ et
Ly-6G- mais pas les PNN, sont capables d'inhiber la prolifération des LcT ainsi que leur role

effecteur.

Donc, avec ces données préliminaires, nous concluons que des MDSC sont recrutées
dans le poumon de souris infectées par mycobactéries. Elles seraient capables via un
mécanisme dépendant de 1''NOS, d'inhiber les LcT effecteurs, ce qui serait favorable a

l'infection par Mtb. Ces données sont a consolider.
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Tableau 9: Les différences observées entre PNN et les cellules myéloides Ly-6G".

PNN

MDSC

Phénotvpe

CD11b* Grl* (Ly-6C" Ly-6G7)

CD11b" Gl (Ly-6C™ Ly-6GY)

Capacité d'infection

Importante en phase innée (20%)

Faible méme en phase innée (1%)

Recrutement

Compartiment Parenchyme et lumiere pulmonaire Parenchyme pulmonaire

Cinétique Bi-phasique en phase innée (J1pi) et adaptative (T23pi) Bi-phasique en phase innée (J3pi) et adaptative (J23pi)
Bagille BCG vivant dépendant en phase adaptative BCG vivant dépendant en phase adaptative

IL-17RA IL-17RA indépendant en phase innée et [L-17RA dépendant en phase adaptatif IL-17RA indépendant en phase innée et adaptative
IFN-/R IFN-/R indépendant IFN-/R indépendant

Capacité immunosuppressive

VialL-10

VialiNOS ?
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4. Discussion et perspectives

Lors de nos travaux sur le recrutement des PNN dans le poumon infecté¢ par les
mycobactéries, nous avons observé le recrutement d'une population de cellules myéloides
CDI1b", Ly-6C™, Ly-6G™ proches des PNN mais néanmoins différentes. Nous avons étudié
leur cinétique de recrutement lors d'infection pulmonaire par BCG que Mtb. La comparaison
de ces deux types cellulaires montre leurs différences (Tableau 9).
Bien que, comme les PNN, ces cellules soient recrutées en deux vagues correspondant a la
phase innée et adaptative de la réponse immunitaire, les cellules myéloides Ly-6G™ restent
localisées dans le parenchyme pulmonaire. De plus, le recrutement de ces cellules est
indépendant des récepteurs IL-17RA et IFN-yR, aussi bien en phase innée qu'adaptative.
Comme pour les PNN l'infection par le BCG vivant est nécessaire au recrutement de la vague
adaptative, mais ces cellules ont une capacité réduite a phagocyter le bacille. Donc ces

cellules ne semblent pas avoir pour role la destruction du bacille.

Le recrutement de cellules de méme phénotype a été observé par notre équipe dans le
cadre de protocole de vaccination par injection intradermique de BCG dans le derme
auriculaire de souris C57BL/6 WT [439]. Dans ce contexte, les PNN sont recrutés de fagon
précoce sur le site de l'infection (Jlpi) et les cellules CD11b", Ly6Cim, Ly6G™ plus
tardivement (J3pi). La déplétion en PNN augmente le recrutement des MDSC, suggérant un
controle des PNN dans le recrutement de ces cellules.

Dans notre contexte d'infection pulmonaire par le BCG, nous observons également un
recrutement précoce de PNN (J1pi) et le recrutement de cellules myéloides Ly-6G™ a J3pi.
Nous pensons que ces cellules Ly-6G™ du poumon sont identiques a celles du derme.

Martino et collaborateurs ont caractérisé la fonction immunosuppressive de ces cellules par un
test de prolifération lymphocytaire. Ils ont établi qu'elles inhibent la prolifération des LcT via

un mécanisme dépendant de 1''INOS. Ils ont ainsi démontré que ces cellules sont des MDSC.

Nous avons également réalisé la caractérisation fonctionnelle des cellules myéloides
Ly-6G™ retrouvées dans le poumon. Nos résultats préliminaires indiquent une fonction
suppressive de ces cellules sur la prolifération des LcT. Ce mécanisme est partiellement
bloqué¢ par l'addition de L-NMMA, indiquant le role de 1'NOS dans ce mécanisme de
suppression. Ces résultats suggerent que des MDSC sont recrutées dans le poumons de souris

suite a l'infection par mycobactéries.

99



Résultats | Caractérisation de cellules my¢loides Ly-6G



Résultats | Caractérisation de cellules my¢loides Ly-6G

Au laboratoire, nous avons mis au point la technique de suivi de la prolifération
lymphocytaire par marquage de la membrane au "carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl
ester" (CFSE). Nous consoliderons nos données préliminaires sur la caractérisation
fonctionnelle des cellules myéloides Ly-6G™ par cette technique, avec un essai dose réponse.
Nous ferons également une observation direct de ces cellules myéloides immatures pouvant

inclure plusieurs phénotypes associé a la lignée granulocytaire ou monocytaire.

Les MDSC sont des cellules myé¢loides immatures trés plastiques et ont des fonctions
immunosuppressives. Bien qu'a 1'origine décrite dans les cas de cancers, les MDSC sont de
plus en plus impliquées dans les cas d'infections [470, 471, 473-476]. Elles pourraient jouer
un role prédominant dans la modulation des réactions inflammatoires, capitale dans
1'évolution de la physiopathologie des infections par les agents pathogenes.

Nous pensons que les MDSC pourraient jouer sur I'équilibre immunologique indispensable
afin d'éviter l'exacerbation de la réponse inflammatoire dans le granulome pulmonaire a
mycobactéries qui ameéne a la destruction tissulaire délétére pour 1'hote. Mais un micro
environnement trop anti-inflammatoire nuirait au maintien de l'intégrit¢ du granulome,
structure cellulaire clé pour la contention et la destruction du bacille. Une meilleure
connaissance des mécanismes de recrutement de ces cellules pourrait permettre d’agir sur la

modulation de cet équilibre immunitaire fragile indispensable a I'évolution de la

physiopathologie vers la résorption de l'infection par le bacille tuberculeux.
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1. Le PNN ami ou ennemi dans la TB : une question de nombre et de cinetique ?

Le role des PNN dans le contrdle de I’infection par Mtb reste a ce jour controversé.
Bien que le PNN semble clairement associé a I’exacerbation de la maladie chez I’homme
[495, 496] comme chez la souris [500-502], cette fonction délétére apparait dans les phases
chroniques, tardivement apres l'infection. Il est possible que ces fonctions destructrices
proviennent d’une exposition répétée aux mycobactéries comme cela a ét¢ démontré chez la
souris [501] ou d’une modification de la balance inflammatoire due a d’autres facteurs. Dans
les phases précoces de l'infection, le role bénéfique des PNN est illustré dans de nombreuses
¢tudes. Chez la souris, notre équipe [487, 491] et d’autres [399, 503] ont montré que les PNN
¢tablissent des coopérations avec les CD pour initier la réponse immunitaire adaptative. Ils
permettent le recrutement efficace des LcT protecteurs dans le poumon [522]. Chez I'homme
la susceptibilité a l'infection par Mtb est moindre chez les individus dont le taux de PNN
circulants est ¢élevé [492]. Ainsi en progressant, I’infection par Mtb pourrait favoriser
I'accumulation d’un nombre pathologique de PNN, méme si dans la phase précoce, un nombre

plus restreint de ces cellules pourrait avoir un role bénéfique.

2) Deux vagues de recrutement des PNN, inné¢e et adaptative.

Nos travaux démontrent que les PNN sont recrutés en deux vagues, innée et
adaptative, répondant a des signaux différents, probablement pour exercer des fonctions
distinctes. En effet les PNN de la phase précoce sont fortement infectés par le BCG dans le
poumon alors que ceux de la phase tardive le sont trés peu, malgré la présence de bacilles
dans le poumon. Nous avons également observé que les PNN tardifs sont co-localisés dans le
poumon, avec les LcT et non pas avec les bacilles. Ces observations indiquent bien un role de
ces PNN dans le controle de la réponse adaptative. Deés 1992, Appelberg et collaborateurs ont
décrit le recrutement de PNN lors de la réponse immunitaire adaptative, chez la souris, dans le
cadre d'infection péritonéale par des mycobactéries non tuberculeuses [523, 524]. Dans leur
modele, le recrutement de PNN tardifs dépendait de LcT producteurs d'TFN-y. Dans notre
modele 1'TFN-y ne contrdle pas le recrutement des PNN tardifs. En effet les souris IFN—yR'/'
infectées par BCG ne montrent pas de défaut majeur de recrutement des PNN tardifs. Par

contre, ce recrutement est dépendant de I'expression de 1'IL-17RA et correle avec I’arrivée
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dans le poumon de LcT produisant de 1'lL-17A. Comme d’autres équipes 1’ont montré [238,
247] la production d'TL-17A est majoritairement due aux LcT yd. Cependant, les LcT
of} participent également a cette production. Par contre, nous n’avons pas détecté¢ de
production d'IL-17A par les PNN apres stimulation par du BCG in vitro contrairement a ce
qui a été rapporté dans d’autres études [525, 526]. In situ, dans le poumon lors du recrutement
des PNN précoces nous n'observons pas de production d'IL-17A. Chez les souris IL-17RA™
infectées par BCG ou Mtb, le défaut de recrutement en PNN tardifs est associ¢é a une
augmentation de la production d'IL-17A. De plus, la déplétion des PNN tardifs chez la souris
WT est associée a une augmentation de la production en IL-17A. Donc dans notre modéle

d'étude, les PNN recrutés ne sont pas impliqués dans la production d'IL-17A.

3. Des mécanismes de recrutement différents pour les deux vagues impliquent-

ils I’arrivée de sous-types différents?

Nous avons clairement démontré le réle clé de I'L-17RA dans le contrdle du
recrutement des PNN de la vague adaptative uniquement. La présence de I'lL-17RA sur les
PNN de la souris n'a pas ¢été directement montrée, mais des PNN issus de souris
génétiquement invalidées pour 1'IL-17RA ne montrent aucune perturbation de leur activité
biologique [514]. Ceci suppose l'absence de ce récepteur sur les PNN. L'instillation intra-
trachéale de Th17 conditionne un recrutement de PNN dépendant de chimiokines [512] et ce
recrutement est bloqué par des Ac anti-chimiokines. Le recrutement de PNN tardifs semble
donc étre indirect via la production de chimiokines en réponse a I'lL-17A produit par les LcT
10 et aff. Grace a la technique des souris chimeres, nous avons établi que I'IL-17RA devait
étre exprimé par les cellules non hématopoiétiques. Bien que nous ne l'ayons pas clairement
¢tabli, nous pensons que les cellules épithéliales pulmonaires sont impliquées dans ce
recrutement et expriment IL-17RA. Dans le futur, des immuno-marquages permettraient de
vérifier la présence du récepteur a leur surface.

Le recrutement des PNN précoces est indépendant de IL-17RA. 1l est probable qu’en présence
de grandes quantités de PAMP mycobactériens, comme c’est le cas lors de 1’inoculation
initiale, les cellules épithéliales produisent des chimiokines via la ligation de leurs PRR de
surface.

Les chimiokines majoritairement décrites dans le recrutement des PNN sont trois ligands du
récepteur CXCR-2 fortement exprimé par les PNN. Ces trois ligands sont CXCL-1 (KC),

CXCL-2 (MIP-2) et CXCL-5 (LIX). Nous avons pu corréler I’expression de CXCL-1 et5ala
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présence de IL-17RA, indiquant que ces deux chimiokines sont majoritairement impliquées
dans le recrutement des PNN de la phase adaptative. Chez la souris WT, cxcl-1 et 5 ne sont
d'ailleurs exprimés que lors de la phase adaptative. Cependant, nous avons observé
I'expression de CXCL-2 lors de la phase adaptative de la réponse immunitaire chez les souris
IL-17RA™ qui sont pourtant incapables de recruter les PNN tardifs. Les chimiokines ont des
affinités et diffusions dans l'organisme différentes. Chez le rat CXCL-2 a une forte affinité
pour CXCR-2 mais n'est détectée que dans le tissu pulmonaire. L'équivalent du CXCL-1
(CINC) a une faible affinité¢ pour le récepteur CXCR-2 mais est libéré dans la circulation
sanguine, pouvant ainsi initier le recrutement des PNN [527]. Le recrutement jusque dans le
tissu pulmonaire pourrait donc impliquer deux signaux séquentiels, le premier pour la
transmigration des PNN a travers I'endothélium des vaisseaux sanguins, puis CXCL-2 pour
l'arrivée des PNN sur le site inflammatoire. CXCL-15 (ou lungkine) est impliquée dans les
infections pulmonaires par différents agents pathogenes, Nippostronglyus brasiliensis,
Asperigillus fumigatus, Klebsiella pneumonia ou le LPS [528, 529], dans le recrutement des
PNN dans le poumon [528]. Cette chimiokine pourrait étre également un signal additionnel
pour CXCL-2. La cinétique d'expression de CXCL-15 dans le poumon suite a l'infection par
mycobactéries et le contrdle de son expression par IL-17RA pourront étre étudiées au

laboratoire.

Bien que des signaux différents soient impliqués dans le recrutement des deux vagues
de PNN, nous n'avons pas pu observer a ce jour, de différences dans leur phénotype, leur
pouvoir bactéricide et leur capacité a produire I’IL-10. Cependant, 1'existence de sous-types
différents de PNN est reportée dans la littérature [530]. Tout comme les MP activés
classiquement en M1 ou alternativement en M2, les PNN pourraient également étre polarisés
et exercer des fonctions distinctes. Dans le cancer, les PNN au contact de produits dérivés de
tumeurs comme la protéine SAAI1, produisent de I'[L-10 et acquieérent un phénotype
suppresseur. Ils sont cependant réorientés vers un phénotype pro-inflammatoire apres
interaction avec les cellules NKTi, via un contact membranaire impliquant la molécule CD1d
[531]. Un PNN recruté dans le poumon pourrait donc étre polaris¢ différemment en fonction
de l'environnement cytokinique ou des interactions qu’il pourrait établir avec d’autres
cellules. La différence d'expression de certains marqueurs pourrait permettre la distinction de

sous-types de PNN, notamment CD54, CD177 ou les récepteurs aux chimiokines CXCR-1, 2
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et 4 [532]. L'observation d'une plus large gamme de marqueurs pourra peut-&tre nous

permettre de définir si les PNN précoces et tardifs sont deux sous-types distincts.

4. Le role régulateur des PNN: une nouvelle vision

Lors de la mise en place de la réponse adaptative nous avons observé la production de
fortes quantités de cytokines pro-inflammatoires, IFN-y et 1'[L-17A, ainsi qu'anti-
inflammatoire, IL-10. Nous avons montré que les PNN tardifs participent a cette production
d'TL-10 avec les LcT af. La cytokine anti-inflammatoire IL-10 est présente dans le granulome
[533]. Dans les phases chroniques de 1’infection par Mtb, les MP et les CD sont des réservoirs
de bacilles [516, 517, 534]. Dans la deuxiéme partie de nos travaux, nous avons montré que
les CD infectées par le BCG attirent trés fortement les PNN. Apres contact, les PNN
acquicrent alors un phénotype régulateur puisqu’ils se mettent a produire de grandes quantités
d'IL-10. Ce mécanisme nécessite le contact avec la CD et des bacilles vivants. De plus au
contact des CD infectées par du BCG fluorescent, les PNN acquicrent efficacement des
bacilles vivants. Bien que nous n’ayons pas pu élucider le mécanisme de transfert des bacilles,
il est dépendant de CD11b, suggérant un passage du bacille vivant de la CD au PNN via le
CR3.
L'IL-10 diminue la production de TNF-o qui induit la formation et la maturation du
granulome [535]. Dans un mod¢le murin sur-exprimant 1'IL-10, 'augmentation de la charge
mycobactérienne est corrélée a la réactivation accrue de la TB [286, 287]. Dans un mod¢ele
murin génétiquement invalidée pour 1'lL-10, la mise en place de la réponse Thl protectrice est
plus efficace, avec un meilleur controle de la dispersion des bacilles. Méme si dans des
cinétiques courtes 'absence d'IL-10 est favorable a 1'élimination des bacilles [288], a partir de
60Jpi des souris déficientes en IL-10 montrent une exacerbation de la production de cytokines
pro-inflammatoires de type Thl et, au dela de 185Jpi, une augmentation de la destruction du
poumon corrélée a 1'augmentation de la charge en bacilles est observée [536].
Nos travaux indiquent un role plus nuancé de 1I’IL-10 produite par le PNN. Nous pensons en
effet que la production d'IL-10 peut étre bénéfique en contrélant l'exacerbation de
I’inflammation induite par I'lL-17A. En effet dans un modele murin ou la production d'IL-
17A est exacerbée, la destruction du parenchyme pulmonaire est augmentée et la survie
diminuée [501] démontrant I’importance de contrdler I’IL-17A. In vitro comme in vivo nous
montrons que 1'[L-10 produit par les PNN régulateurs est en mesure de diminuer la production

d'IL-17A par les Th17, mais sans impact sur les Thl producteur d'IFN-y. Dans d'autres études
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I'IL-10 produite dans les infections pulmonaires a mycobactéries régule la voie Thl et la
production d'IFN-y / TNF-a. [536, 537].

Dans notre mode¢le, nous avons observé que seuls les Th17 portent le récepteur IL-10Ra les
rendant sensibles a la régulation par 1'L-10. Les différences observées dans ces études
pourraient venir de cinétiques d'infection différentes. En effet, dans nos travaux, nous nous
intéressons aux mécanismes de mise en place de la réponse adaptative dans le granulome
immature mais nous n'avons pas exploré I'impact de 1'lL-10 sur les voies Thl / Th17 dans les
temps trés tardifs de 1'infection.

Les PNN régulateurs producteurs d'IL-10 ont été mis en évidence récemment dans plusieurs
autres infections. Chez la souris infectée par Trypanosoma cruzi [510], la déplétion des PNN
est corrélée a une augmentation de la parasitémie mais surtout & une exacerbation de la
production d'IFN-y et a la destruction du foie. Pour cet autre pathogene intracellulaire, les
PNN régulateurs exercent donc également un role protecteur contre une inflammation
détruisant le tissu cible de I’infection. De méme, chez la souris infectée par Brucella abortus,
des PNN suppresseurs diminuent la réponse Thl méme si dans ce cas le role bénéfique ou
délétere de ces PNN n’est pas clairement établi [511]. Pour les mycobactéries ce double role
est également décrit. En effet, Zhang et collaborateurs [138] qui ont été les premiers a
démontrer la production d’IL-10 par le PNN infect¢ par Mtb ou BCG, proposent que ce
mécanisme favorise I’installation de Mtb et soit donc défavorable au contrdle de 1’infection.
L'TL-10 produit par les LcTreg et les PNN régulateurs pourrait participer dans le granulome
pulmonaire, a établir un environnement "symbiotique" entre I'hdte et le pathogeéne [533]. Si
1/3 de la population mondiale est atteint de TB latente asymptomatique cela pourrait étre en
partie di a cet équilibre immunologique. Nous pensons cependant que les PNN producteurs
dTL-10 ont aussi un rdle bénéfique en permettant de controler I'exacerbation de
I’inflammation pulmonaire induite par I'IL-17A. La encore, il s’agit peut-&tre de quantités de

PNN et de cinétique d’arrivée dans le poumon.

5. Pertinence et limites des mode¢les

Pour des raisons évidentes de cotit et de disponibilité d’outils, la souris est le modele le
plus couramment utilisé pour I'étude de la réponse de I’hdte a I’infection par Mtb. Néanmoins,
la souris C57BL/6 ou la souris BALB/c, qui sont les plus utilisées car les collections de souris
génétiquement invalidées sont souvent disponibles sur ces fonds génétiques, montrent des
limites notamment dans la maturation du granulome qui ne présentent pas de caséification et

106



Discussion



Discussion |

n'évoluent pas vers le stade de caverne. Il a récemment été décrit que la lignée C3HeB/Fel
quant a elle, développe des granulomes matures et hypoxiques associé¢s a la destruction
tissulaire [538]. Dans le futur, il sera intéressant de comparer le recrutement et la polarisation
des PNN et des MDSC chez la souris C57BL/6 de référence et cette lignée.

Lors de ce travail, certaines expérimentations ont été réalisées sur le modele d'infection par le
BCG. En effet la manipulation d'un agent pathogeéne de classe 3 comme Mtb, est plus
contraignante que celle d'un agent de classe 2 comme le BCG, vaccin administré a plus de
trois milliards de personnes. Cependant notre travail ayant principalement porté sur la phase
de mise en place initiale de la réponse adaptative et non pas 1'évolution de la
physiopathologie. nous pensons que nos observations avec le BCG s’appliquent a Mtb pour
plusieurs raisons. Tout d’abord, I'importance de I'lL-17A dans la formation du granulome a
d'abord été montrée avec le BCG [247] puis reproduite avec Mtb [257] . Ensuite, nous avons
montré dans notre premier article, que la cinétique de recrutement des PNN et autres cellules
clé pour le granulome est trés similaire pour Mtb et BCG. Enfin, dans les deux mod¢les,
I’impact du récepteur IL-17RA sur le recrutement des PNN est comparable avec un
recrutement indépendant de 1'IL-17RA en phase innée et dépendant en phase adaptative.
Concernant le role régulateur des PNN leur capacité a produire de I’'IL-10 a été montrée aussi
bien en réponse au BCG qu'a Mtb [138]. La présence de CD infectées par le bacille se
retrouve aussi bien dans les modéles d'infections par le BCG [516, 517, 539] que Mtb [503,
540]. Ainsi, nous pensons que nos autres données, notamment concernant le role du PNN
dans la production d’IL-10 et la régulation de la voie Th17 sont valables aussi pour 1’infection

par Mtb.

Bien que la capacité des PNN murins a produire de I'lIL-10 soit clairement démontrée,
l'existence de PNN régulateurs chez 'Homme ne fait pas consensus. Bien qu’un étude ait
montré que le LPS pouvait induire la production d'IL-10 par les PNN humains [531], ces
résultats n'ont pas pu €tre répétés dans d'autres laboratoires [541], peut-€tre a cause d’une
contamination des préparations de PNN par des monocytes [542]. Cependant des PNN
régulateurs chez I’Homme pourraient également fonctionner via la production d’autres
cytokines suppressives comme par exemple le TGF-B. En 1989, la production de TGF-§3 par

des PNN humains stimulés au LPS a été observée [543].
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6. D'autres granulocytes régulateurs: les MDSC

L'implication des MDSC dans les infections par les agents pathogeénes n’a été révélée
que récemment [470, 474, 476]. Des cellules myéloides immatures, CD11b" et exprimant Grl
plus faiblement que les PNN, ont été observées dans les formes sévéres de TB chez la souris
[544]. Cependant la caractérisation fonctionnelle de ces cellules n’ayant pas été réalisée, nous
ne pouvons pas affirmer a ce jour qu’il s’agisse de MDSC. Dans nos modé¢les d’infection
intranasale, nous avons observé de potentielles MDSC dans le poumon. Dans ce méme temps,
du Plessis et collaborateurs ont montré le recrutement de MDSC inhibant 1'activation et la
prolifération de LcT CD4" et CDS", dans le poumon de patients en TB active ainsi que chez
des sujets contacts [545]. Les mécanismes de recrutement ainsi que le rdle joué par ces
cellules dans 1'évolution de la physiopathologie de la TB ne sont pas documentés. Nos
résultats apportent des informations nouvelles sur I'impact de I'IL-17RA et la cinétique de
recrutement des MDSC dans le poumon suite a l'infection par mycobactéries.

Dans notre contexte, deux voies majeures pourraient réguler 1'accumulation des MDSC [472].
D'une part, I'l[FN-y et I'L-1p produits par les LcT et MP activés lors de l'infection. La
transduction du signal via STATI1 permet alors la translocation du facteur de transcription
dépendant de la voie JAK / STAT dans le noyau des cellules myéloides immatures et
I'expression d'arginase et iNOS. D'autre part, la reconnaissance directe des PAMP par les TLR
des cellules myéloides immatures. La transduction du signal via MYDS88 permet la
translocation du facteur de transcription NFkB dans le noyau et l'expression d'arginase et
iNOS (Voir Introduction, Figure 32).
Dans les infections pulmonaires par Pseudomonas aeruginosa, l'induction de MDSC par la
flagelline est un mécanisme utilisé par le bacille pour diminuer la mise en place de la réponse
LcT protectrice [477]. Lors de l'infection pulmonaire par Mtb, le recrutement de MDSC,
incapables de détruire le bacille mais retardant la mise en place de la réponse T, pourrait étre
un mécanisme bénéfique a Mtb pour persister durablement dans son hote [439].
Dans le cas d'infections virales, les MDSC sont impliquées dans I'é¢tablissement de la
chronicit¢ de l'infection et sont une cible thérapeutique [546]. Les inhibiteurs de
Phosphodiesterase-5 (PDES) diminuent l'expression d'arg-1 et inos bloquant ainsi les effets
immunosuppresseurs des MDSC [547]. Une molécule inhibitrice des tyrosines kinases, le
sunitinib, permet de bloquer STAT3 et releve 1'immunosuppression induite par les MDSC
[548]. Enfin l'isomeére B de la 2’désoxy-2’,2’difluorocytidine (ou gencitabine) et le 5-
fluorouracile (5FU) permettrait de dépléter spécifiquement les MDSC [549]. Dans le futur,
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Inflammation v Inflammation /

Libération des bacilles

Destruction tissulaire

Modulation par les granulocytes régulatenrs

Figure 42: L'équilibre inflammatoire dans le granulome.
L'équilibre cytokinique se mettant en place dans le granulome est capital pour éviter la destruction tissulaire.
Nous pensons que les granulocytes régulateurs jouent un réle majeur dans cet équilibre : les PNN régulateurs
inhibant la production d'IL-17A via la production d'IL-10 et les MDSC inhibant la prolifération des LcT via la
production d'iNOS. A I’avenir, une meilleure connaissance de ces granulocytes pourra permettre de développer

un nouvel arsenal thérapeutique.
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ces différentes molécules pourront étre utilisées dans nos modeles afin cibler les MDSC et

étudier I’impact sur 1'évolution de la charge mycobactérienne ou du granulome.

Conclusion

Les déséquilibres dans la balance cytokinique se mettant en place dans le granulome
peuvent engendrer la destruction tissulaire (Figure 42). De nouvelles interventions
thérapeutiques pourraient permettre dans le futur de contrdler cette évolution. Ce domaine de
recherche devient d’autant plus important que la circulation de formes résistantes aux
antibiotiques augmente, ce qui limite 'arsenal thérapeutique disponible.

Nous pensons que l’ensemble de nos travaux sur la caractérisation des granulocytes
régulateurs recrutés dans le poumon lors des infections a mycobactéries apporte un éclairage
nouveau dans ce domaine. A I’avenir, une meilleure connaissance accrue de la biologie de ces
granulocytes pourra permettre le développement de nouvelles stratégies drogues pour

contrdler la pandémie de TB I’'un des fléaux majeurs pour I’Homme aujourd’hui.
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Annexe 1: Amorces utilisés pour les analyses en qRT-PCR.

Amorces

Séquence

hprt-1 sens
hprt-1 anti-sens
ppia sens

ppia anti-sens
rpl-4 sens
rpl-4 anti-sens
il-10 sens

il-10 anti-sens
il-174 sens
il-174 anti-sens
il-17C sens
il-17C anti-sens
il-17E sens
il-17E anti-sens
il-17F sens
il-17F anti-sens
ifn-y sens

ifn-y anti-sens
kc sens

kc anti-sens
mip-2 sens
mip-2 anti-sens
lix sens

lix anti-sens

5-GAGCGTTGGGCTTACCTCAC-3
5S'-GATGGCCTCCCATCTCCTTC-3'
S'-CCACCGTGTTCTTCGACATC-3'
5'-CCAGGACCTGTATGCTTTAG-3'
S"TCACTTTGCCAGCTGTGTTC-3'
5'-GAACAGCCTCCTTGGTCTTC-3'
5-GCCTTCAGCCAGGTGAAGAC-3'
S-CCTTGATTTCTGGGCCATGC-3'
5'-CAAACACTGAGGCCAAGGAC-3'
5'-CACTGAGCTTCCCAGATCAC-3'
5'-AGGACCTCTAGCTGGAACAC-3'
5S"TGGGTAGCGGTTCTCATCTG-3'
5'-CCCAGCAAAGAGCAAGAACC-3'
5'-ACCCGATTCAAGTCCCTGTC-3'
5'-AAACCAGGGCATTTCTGTCC-3'
5S-ATTGATGCAGCCTGAGTGTC-3'
5-CACGGCACAGTCATTGAAAG-3'
S“TTGCTGATGGCCTGATTGTC-3'
5'-CCAACACAGCACCATGATCC-3'
5'"TGAGGGCAACACCTTCAAGC-3'
5'-CACCAACCACCAGGCTACAG-3'
5'-CGCCCTTGAGAGTGGCTATG-3'
S"TTCCATCTCGCCATTCATGC-3'
5-GGGATCACCTCCAAATTAGC-3'

hprt, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; ppia, peptidylprolyl

isomerase A; rpl-4, ribosomal protein L4; il-10, interleukin-10; i/-17E,

il-25; ifn-y, interferon gamma; kc, cxcl-1; mip-2, cxcl-2; lix, cxcl-5.
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Annexe 2: Amorces utilisés pour les génotypages des souris.

Amorces

Séquence

Amorce commune sens
Amorce sauvage anti-sens

Amorce mutant anti-sens

5S-AGCTGCTGTTAGCACTTTGC-3'
5'-CGTACGCACACACTCTCGA-3'
S-CTTGTGTAGCGCCAAGTG-3'
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Annexe 3: Figures supplémentaires de I'article n°1.
Sopporting Information

Figure S1. Neatrophil and T-cell recruitment to the lung between days 13 and 42 after
BCOG infeetion. CSTRL/S miice were inoculated by the intranegal route with 5x10° CFUT of
BCG. Mice were killed on days 13, 15, 17, 20 and 42. Total cells were prepared from
enzyme-digested longs ml stained with antibodies for flow cytometry analygia, a3 indicated
in materials and methods. (A) CD11b" Ly-6C" Ly-6G" neutrophils and (B) CD3"' CD4" y&
and CD3* CD4 &' T cells from four independent mice were counted *£<0.05 (Student’s ¥

teat).

Figure §2. Day 1 and day 23 lwng oentrophily have similar phagoeytic and killing
sbililes. C57BL/6 mice were infected in. with 5x10° CFU of the green flucrescent
recombinant RCG sirain Myt 409, (A) Neutrophils from hmg tissue were amalyzed 1 and 23
days later, by flow cytometry. After pating on CD11b" cells, we sorted Ly-6C' Ly-6G"
neutrophils, centrifuged them on glass slides and stmined them with May Grimwald Giemea,
Neutrophils from the two time points had similar morphologies. (B) The percentages of
neutrophils on daye 1 and 23 camrymg green fluorescent bacteria were snalyzed by flow
cytometry. The percentage of infectsd nentrophils was hipher on day 1, but infected
neutrophils were also present on day 23, indicating that hoth nentrophil populations were able
to take up BCG by phagocytosis &n vive. {C) Lung neutrophils were sorted by flow cytometry
om days 1 and 23 after BOG infection. Bong marmow neuirophils were purified with magnetic
beads for comparison. Neutrophil killing capacity was assayed by infecting 5x1{° neutrophils
with the rapid prowing specice M. smegmatiz or BCG at a MOI of 10, Affer 20 h of
incubation, cells were lysed in 0.001% Triton X1{00. Appropriate dilutions of the imitial

inoculum and cell-associatad bacilli were plated on 7H11 plates supplemented with OADC.

5
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After 2 (Tor M. smegmaris) or 21 {for BCG) days, CFUs were counted and percentage killing
was determined as the ratio of the initial inoculum to eell-associated CFUs, with 100% killing
correspomuling to a total absence of bacilli associated with cells. Day 1 and 23 nentrophils had
similar mycobactarium-killing abilities and both were more efficient them nsdive BM
neutrophils. (D) The amounts of myeloperoxidase (MPO) and reactive oxygen species (ROS)
FEoduced by neutrophils from the two waver ware compared with the smoymts of thepe
bactericidal compounds produced by nalve BM neutrophils immediatsly after sorting (MPQ)
or sfier ovemnight stimulation with HE BCG at a MOL of 10 (ROS). We lysed 3x10°
neutrophils resuspended in 450 [l of PBS by adding 450 U1 of 0.05% Triton X100. The lyaate
was sonicated and cleared by centrifugation for 10 min at 4°C and 12,000 x g. MPO was
determined by mixing 30 ul of lysate with 70 pl of 3, 3°, 5, 5’-tetramethylbenzidine (TMB)
(Sigma Aldrich). The reaction was stopped by adding hydrochloric acid (Interchim,
Monthegon, France) and MPO activity was determing] spectrophotometrically, by meamming
absorbance at 450 nm. ROS activity was measured in neutrophils after the addition of 10 pM
ROS flooreseent defection reagent {(Iovitrogen} smd incubstiom for 60 min at 37°C,
Fluorescence was read in a flow cytometer (FACS Calibur, BD Biozciences) at 500 to 525
mm, Lyng neutrophils purified on days 1 and 23 produces] similar amoymis of both MPO and
ROS. Nalve BM nentrophils were less effective, particularly for ROS production. (C and I)).
The results are shown ag meang + 8D for triplicate wells,

Figure 83, Expression of four membery of the IL-17 gene family in the lnngs of mice
infected with BCG or Mtb. C57BL/S mice were infected in. with 5x10° CFU of BCG
{circles) or 107 CFU of Mib (iriangles) or were mock-treated (squares). Lungs were harvested
on day 1 or day 23 and processed for mRNA isolation and ¢cDNA preparation. Quantitative
real-time PCR wag performed on the ¢cDNA as deseribed in the materinlz and methods, The

37



Annexe |

expression of the d#-77 a, o, 2 and f genes was normalized with respect to the mean expression
levelz of three housckeepng genes: Arpri-1, rel-4 and ppig. The data shown are means + SD
of four to five individual mice. The only gene displaying significant npregulation was #-77a,
which was more sirongly expressed on day 23 than on day 1, with similar levels of expression
in BCG- and Mib-infected mice.

Figure S4. Bone marrow reconstiiution in chimeric mice. C57BL/6 WT and IL mice were
lethally irradinted snd reconstitated with 7x10° BM cells from WT or IL mice, At various
time points, blood drawn from two mice was pooled and too different pools were prepared for
each group. DNA was extracted from the pooled cells and PCR was performed with primers
designed on the basis of the WT or disrupted il-7 7ra pene sequence (listed in table 2). This
made it possible o distimguish between the wild-type i-17ra gene (500 bp) and the disrupted
#-17ra gene (375 bp). Full reconstitution was observed at week 6, and mice were infected

with BCG.

Figure 85, Gating virategy for iniracellular cytokine shaining in lmg newirophily and T
cells 23 days after BCG infection. C57 BL/6 mice were infected with 5x10° CFU of BCG.

Total lung cells were harvested 23 day later and 10° cells were incubated overnight with &
mmber of heat-killad BCG cells uqﬂvalmttoadnsanflﬂ‘ﬂFU.FmT—mﬂ stinmlation, we
also added 25 ng/ml PMA and 1 pg/ml ionomycin. Cells were incubated with 5 pg/ml
brefeldin A for the lagt 4 h, Afier murface labeling with anti-CD11b, anti-Ly-6C and anti-
Ly60 (neutrophils) antibodiea or with anti-CD3, anti-CD4 and anti-y5 (T cells) antibodics,
cells were processed with the Cylofix/Cytopemn kit (BD Biosciences), as indicated by the
manofactorer, to sain ntracellolar IL-10, IEN-yand T1.-17A. Cells were also incubated with

Ab from similar isotypes az negative controls. {A) Flow cytometiry was carried out with
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gating on CD11b* cells (R1) end IL-16" cells were obeerved amomg the Ly-6C" Ly-6G*
newtrophils (gate R2). (B} For T cells, a first gate (R1) was applied to CD3" cells. The CD4*
y5 cells wexe then gated in B3 and CD4™y5" cells were gated in R2, Tntracellular IL-10, IFN-y
and TL-17A were anslyzed in these two gated cell populations, and staining was compared
with that for the control antibody. The background fluorescence obtained with the control Ab

wai subtracted from the cytokine-specific fhacrescense shown in Figures 3H and SE.
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Figure S5
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Annexe 4: Figures supplémentaires de I'article n°2.

SUPFLEMENTAL LEGENDS

Sopplenwnital FIGURE 1.

BCG-infected DNCs in comtact with negirophils produce lurge amouuiz of inflammatory
cylokines and chomokines

2.5x10° CS7BU/6 mouse BMDCs were infected 2 hr with live BCG (MOI 5), extracellnlar
bacilli were killed with amikacin for 2 br and placed in contact with 5x10" PMNz ovemight.
DCa were also stimulated with [LPS (100 ng/ml) beforne ovemight contact with PMNa.
Inflammatory cytokines (A} and chemwkines involved in PMN recruitment (B) were
measured in supernatanis by BLISA {ANOVA teat with Bonferroni's post-hoc #*¥z<0.01). (C-
D) After 2 br incubation with live BOG (MOI of 5) followed by 2 hr treatment with 20x)
pg/ml amikecin, BMIX{ s were washed and incubsted overnight in complete mediun. Cells
were sinined with Propidiym [odide and annexin V to detect apopiotic and dead cells (D).
Mock-treated cells were also stained for comparizon {C).

Sopplmwartal FIGURE 2
S¥k Inhibitors do mot affect nentrophil viability after BCG infection and CTH1b in 2

mnjor regolutor of IL-10 prodoactivon

5x10° PMNa extracted from mouse bone marrow were infected with BCG at 8 MOT of 5 and
treated with the anti-Syk inhibitors piceatannol and ER27319 {1 UM each) or an equivalent
volume of sclvent. Conirol PMNs were cultivated in RPMI with no treatment. (A) Afier 16 br
incubation, FMIN viability was assayed with the MTT Cell Growth Assay kit {(Merck,
Milliporc) by adding 10 pl of 2.5 mg/ml MTT solution. After ovemight incubstion &t 37°C,
MTT reduction to dark blus formazan by live cells was quantified by reading the sbsorbance

at 510 nm. {B) TNF comceniration in the culture supematant was determined by ELISA. (C)
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5x10° PMNa were treated with 15 pg/ml of anti-C'D11b Ab or isotype control for 1 br. They
wene then infectad with BCG st 5 MOI of § for 16 hr and IT.-10 produced in supemetants was
measnred by ELISA 72 hr later.

Supplemental FIGURE 3

IL-10 production by neutrophils inversely correlates with TL-17A productien by Thi7
CDd T eells and in eontuct dependent

2.5x10° C57BL/6 mouse BMDCa were infected 2 hr with live BCG {MOI 5), extracelinlar
bacilli were killed with amikacin for 2 hr. After ovemight incubation, 2.5x10°
CDAHCD4+HCDE2L- T cells obirined by FACS porting from OT-11 mice immumized with
fBCG-OVA weve added. Where indicated, 5x10° FMNz were added in contact with DCs and
T cells or separated by a 0.4 m pore size Tranawell device. IL-17A (A), IFN-y (B) and IL-10
{C) comeentrations in the culhire supernatant were measured by ELISA 72 hr later. Resnlts are
means +- SD from triplicates performed with cells from two independent animals. Three
expevitments were performed and the resulis from one representative experiment are reposted.
{(** p<0.01, unpaired two tailed Mann Whitney"s test).

Supplemumtal FIGURE 4
Injection of the NIMPR14 Ab, like that of the 148 Ab, specifically depletes Ly-6G+
mentrophils in the hang of niice inmunized intranssally with BCG

Five C57B1/6 female mice were immunized with 5x10° CFUs of the OVA-producing rBCG
strain Myc 3301. On days 20 and 22, the mice were given an i.p. injection of 200 Pg of PMN-
specific depleting Ab 1AR or NIMPR14 or their respective Ig(G2a and [gG2b isotype controls.
On day 23, Inng cells were harvested, stained with anti-CD1 1b, anti-Ly-6C and anti-Ly6G Ab
and analyzed by FACS. CD11b+ myeloid cells were gated (A and D) and anatyzed for Ly-6C
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and Ly-6G expression. The mumbers of Ly6(C+ Ly-6(+ neutrophils were substantially and
gimilarly lower in iptal lyng cell preparations from 1A8 (C) or NIMPR 14 {F) injectad mice
than from mice injected with control isotype Ig(i2a {B) or Ig(izb (E).
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FMN PMHN T-Well

Figure S3
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Ce n'est pas le but de la promenade qui est important,

mais les petits pas qui y menent.

(Proverbe chinois)
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Role des polynucléaires neutrophiles dans la régulation de la réponse

inflammatoire IL-17A lors de I'infection pulmonaire par les mycobactéries

Résumé

La pandémie de tuberculose (TB) causée par Mycobactérium tuberculosis (Mtb) n’est pas contrélée par le vaccin vivant
BCG. Mtb induit la formation de granulomes qui évoluent vers une réaction inflammatoire exacerbée détruisant le
poumon lors de la TB active. Les roles des polynucléaires neutrophiles (PNN) et de la cytokine inflammatoire IL-17A
dans cette évolution sont a clarifier. Nous montrons, chez la souris, que les PNN sont recrutés dans le poumon en deux
vagues apres infection par Mtb ou BCG. La deuxiéme vague dépend du récepteur IL-17RA exprimé par les cellules non-
hématopoiétiques. Les chimiokines CXCL-1 et 5 attirant les PNN semblent impliquées. Dans le poumon, ces PNN
produisent la cytokine immunosuppressive IL-10 qui diminue la production d’IL-17A. Les cellules dendritiques
infectées, présentes dans le granulome, sécrétent aussi CXCL-1. Elles attirent les PNN qui produisent de 1’IL-10 bloquant
la production d’IL-17A mais pas d’IFN-y. En effet, seuls les lymphocytes CD4" Th17 expriment le récepteur a I’TL-10.
Nos travaux apportent un €clairage nouveau sur les PNN régulateurs dans le contrdle de inflammation due a I’IL-17A

lors de la TB.

Mots clés : tuberculose, polynucléaire neutrophile, IL-17A, IL-10, immunosuppression, inflammation

Abstract

Tuberculosis (TB) pandemic, caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb), is not controlled by the live vaccine BCG.
Mtb induces granuloma formation developing to exacerbated inflammation that destroys the lung during active TB.
Roles played by polymorphonuclear neutrophils (PMN) and inflammatory cytokine IL-17A remain ill defined. We show,
in the mouse model, that PMN reach the lung in two waves following lung infection with BCG or Mtb. Only the second
wave depends on receptor IL-17A expression by non hematopoietic cells. PMN chemoattractants CXCL-1 and 5 seem
involved in this late recruitment. In the lung PMN produce immunosuppressive IL-10 that dampens IL-17A production.
Mycobacteria infected dendritic cells, present inside granuloma, also secrete CXCL-1. Neutrophils attracted towards
infected dendritic cells secrete IL-10 that inhibits IL-17A but not IFN-g production. Indeed, CD4" Th17 and not Thl
express the IL-10 receptor. Our data shed new light on regulatory PMN in IL-17A-driven lung inflammation during TB.

Key words : tuberculosis, polymorphonuclear neutrophil, IL-17A, IL-10, immunosuppression, inflammation




