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A- Staphylococcus aureus
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I- Classification

1- Historique

Staphylococcus aureus fut découverte dans les années 1870 lors de [I’étude
microscopique d’échantillons de pus [1]. Ces bactéries de forme sphérique furent initialement
nommeées « micrococci », du grec kokkos pour grain. En 1880, Alexander Ogston, chirurgien
écossais disciple de Lister, fut le premier a identifier formellement les micrococci comme la
cause des abceés suppurés. La poursuite de ses travaux aboutit, en 1882, a la description des
staphylocoques (du grec « staphyle » pour grappe de raisin), par opposition aux streptocoques
(coques en chaine) précédemment décrits par Billroth en 1874. En 1884, Anton J. Rosenbach,
chirurgien allemand, isola deux souches différentes de staphylocoques qu’il baptisa en
fonction de la couleur des colonies obtenues : S. aureus (dorées) et S. albus (blanches).

Initialement, les staphylocoques furent classés au sein du genre Micrococcus. Dans les
années 1900, les premiéres classifications bactériennes officielles distinguérent les genres
Staphylococcus et Micrococcus tout en les regroupant au sein de la famille des
Micrococcaceae [2]. Plus récemment, les données de phylogénie moléculaire associées a des
analyses chimiques de ces deux genres ont conduit a la création de la famille des

Staphylococcaceae a laquelle appartient S. aureus [3-5].

2- La famille des Staphylococcaceae

La famille des Staphylococcaceae appartient au phylum des Firmicutes, a la classe des
Bacilli et a I’ordre des Bacillales. Elle comprend 5 genres : Jeotgalicoccus, Macrococcus,
Nosocomiicoccus, Salinicoccus et Staphylococcus [5]. Les quatre premiers ne contiennent pas

plus de deux espéces alors que le genre Staphylococcus en contient plus d’une quarantaine.

2-1- Le genre Staphylococcus

Tout d’abord basée sur I’aspect macroscopique, notamment la morphologie et la
pigmentation des colonies, I’analyse des différentes especes constituant le genre
Staphylococcus a progressé lors de I’introduction de nouveau criteres de différenciation tels

que la capacité de fermentation des sucres, la mobilité, la présence d’une activité catalase ou
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la production de toxines. Ces criteres sont aujourd’hui couramment utilisés a des fins

diagnostiques (Figure 1).

Figure 1 : Tableau récapitulatif des tests utilisés en premiére intention pour I’identification des especes de
Staphylococcus chez I’Homme [6]. Evaluation de la production de coagulase, de la fermentation du xylose, du
sucrose, du tréhalose, du maltose et du mannitol, de la croisance anaérobie dans du thioglycolate et de la

production d’hémaolysines.

La présence d’une coagulase a notamment permis de séparer le genre Staphylococcus
en deux groupes: les staphylocoques a coagulase positive (SCP) et les staphylocoques a
coagulase négative (SCN). En raison de la capacité de la coagulase a générer des caillots dans
le plasma, les SCP présentent généralement un pouvoir pathogéne plus éleve, mais certaines
études montrent que I’implication des SCN dans les infections augmente [7,8].

Parmi les Staphylococcus, les espéces les plus fréquemment isolées sont
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus et Staphylococcus aureus. Cette
derniere, pourvue d’une activité catalase et capable de sécréter de nombreuses toxines, est la

plus pathogene du genre [9].

2-2- L’espéce Staphylococcus aureus

L’espéce est la seule unité taxonomique pouvant étre définie en termes

phylogénétiques. Ainsi, chaque espéce bactérienne regroupe plusieurs souches présentant au
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moins 70% d’homologie en conditions optimales et un ATy inférieur a 5°C, soit une
divergence nucléotidique inférieure ou égale a 5%. Dans le cas de S. aureus, on dénombre
plus de 400 souches partiellement ou completement séquencées [5]. Elles possedent de

nombreuses caractéristiques qui seront detaillées ci-apres.

I1- Caractéristiques structurales et physiologiques de S. aureus

1- Morphologie et structure

S. aureus est de forme sphérique (coque) et se regroupe généralement en amas,

souvent qualifiés de grappes de raisin (Figure 2).

Figure 2 : Micrographie électronique a balayage colorisée de S. aureus résistant a la méticilline sur la surface

d’un pansement de plaie. Grossissement x 18,501. http://cellimagelibrary.org/images/40593

D'un point de vue macroscopique, cette bactérie se caractérise par la pigmentation
dorée de ses colonies, justifiant le nom vernaculaire de « staphylocoque doré ». Ces cocci
mesurent de 0,5 a 1,5um de diametre, sont immobiles, non sporulés et positifs a la coloration
de Gram [4]. Comme chez la majorité des bactéries Gram positives, I’enveloppe de S. aureus
est composée d’une seule membrane plasmique recouverte d’une paroi €paisse riche en
peptidoglycane et en acides téichoiques. La plupart des isolats infectieux possedent également
une capsule polysaccharidigue externe contenant divers facteurs de virulence et permettant le

sérotypage des souches.
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Le peptidoglycane, formé de chaines linéaires de N-acétylglucosamide et d’acide N-
acétylmuramique, représente 50% du poids de la paroi bactérienne. Le reste de la paroi est
majoritairement composé d’acides téichoiques (TA) caractéristiques des bactéries Gram
positives. Comme le montre la figure 3A, les TA peuvent étre liés de fagon covalente au
peptidoglycane. Ce sont les WTA pour « wall teichoic acids ». Alternativement, ils peuvent
étre insérés dans la membrane plasmique par une ancre lipidique (figure 3B) et sont alors
nommeés LTA pour « lipo-teichoic acids » [10-12].

Peptidoglycane et acides téichoiques sont d’importants motifs de reconnaissance
associés au pathogéne (ou PAMPs pour Pathogen Associated Molecular Pattern) impliqués

dans I’activation de la réponse immunitaire innée [13,14].

Figure 3 : Structure de la paroi de S. aureus.
A. Schéma global de la paroi de S. aureus B. Structure des acides poly-téichoiques (WTA et LTA) de S.
aureus. P, phosphate; D-Ala, D-alanine; GIcNAc, N-acetylglucosamine; ManNAc, N-acetylmannosamine;

MurNAc, N-acetylmuramic acid; Glc, Glucose (D’aprés [12]).
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Plus de 90% des isolats cliniques possedent également une capsule externe de nature
polysaccharidique rarement présente lors de culture in vitro [15,16]. Sa composition permet
de distinguer 11 sérotypes de staphylocoques plus ou moins virulents. Chez I’Homme par
exemple, les sérotypes 5 et 8 sont responsables a eux seuls de 75% des infections.

De plus S. aureus présente de nombreuses protéines de surface possédant certaines
caractéristiques communes, comme une région C-terminale ancrée dans la paroi cellulaire et
une séquence signal sécrétrice a I’extrémité N-terminale. La partie N-terminale exposée a la
surface de la cellule bactérienne posséde un domaine de liaison au ligand, permettant a
certaines de ces protéines de fonctionner comme des adhésines. Ces protéines de surface
semblent ainsi jouer une part importante dans la colonisation des tissus de I’hote [17] et seront

abordées de maniéere plus détaillée dans le paragraphe 1l. 5 Facteurs de virulence.

2- Biochimie

S. aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Ces bactéries
possédent une activité catalase, coagulase, phosphatase, ainsi que des nucléases thermostables
mais pas d’oxydase [18,19]. Elles sont hémolytiques, ont la capacité de liquéfier la gélatine et
de fermenter de nombreux sucres comme le glucose, le saccharose, le lactose et le mannitol
[18]. Le diagnostic permettant de distinguer S. aureus des autres especes est basé sur des tests
réalisés sur colonies tels que I’identification du facteur agglomérant, de la coagulase, des

hémolysines et de la désoxiribonucléase thermostable ou thermonucléase [20].

3- Croissance

In vitro, S. aureus est une bactérie non-exigeante. En effet, en plus d’étre aéro-
anaérobie facultative, elle est facilement cultivable en milieu gélosé classique tel que CBA
(Columbia Blood Agar), TSA (Tryptic Soy Agar) ou BHI (Brain Heart infusion), ainsi que
dans les milieux liquides correspondants [21,22]. La gélose de Chapman (ou MSA pour
Mannitol-Salt-Agar) peut étre utilisée comme milieu sélectif différentiel pour I’identification
de S. aureus qui présente un caractere halophile ainsi que la capacité a fermenter le mannitol.

S. aureus se développe entre 10 et 42°C avec une température optimale de 37°C et un
pH compris entre 7,4 et 7,6 [19]. Les colonies peuvent étre observées aprés 24h d’incubation.
Elles sont opaques, de pigmentation jaune-doré, ont un aspect circulaire de 2 a 3 millimetres

de diametre ainsi qu’une une surface convexe lisse et brillante.
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4- Génomique

Le génome de S. aureus est constitué d’un chromosome circulaire unique d’environ
2,8 Mb a faible teneur en guanidine et cytosine (30 a 39 %) [23,24], classant S. aureus parmi
les bactéries gram positives a faible GC%. En plus du chromosome, le génome de S. aureus
peut présenter divers éléments géenétiques mobiles comme des plasmides, des prophages issus
de phages tempérés ou encore des éléments transposables tels que transposons, intégrons,
séquences d’insertion, Tlots de pathogénicité ou cassettes chromosomiques [25]. Ces éléments
sont souvent porteurs d’un ou plusieurs genes conférant un avantage sélectif a la bacteérie tels
que la résistance a un antibiotique ou I’expression d’un facteur de virulence. Ainsi, I’élément
génétique mobile le plus connu chez S. aureus est sans doute la SCC (pour staphylococcal
chromosomal cassette) qui porte le gene mecA de résistance a la méticilline [26].

En plus de leur transmission a la descendance par transfert vertical lors de la division
bactérienne, ces éléments peuvent aussi se propager a d’autres bactéries « sceurs » par
transfert horizontal de genes (THG). Le THG est un mécanisme crucial pour la plasticité des
génomes bactériens et I’adaptation des bactéries a leur environnement [27,28]. 1l est d’ailleurs
considéré comme le principal responsable de la propagation de genes de résistance aux
antibiotiques au sein d’une population bactérienne [29,30]. Il peut avoir lieu au sein d’une
méme espece mais aussi entre especes, voire genres différents [31]. Comme le montre la
figure 4, il existe trois grands mécanismes de THG :

- la conjugaison : le plasmide F passe d’une souche donneuse a une receveuse

- la transduction : un bactériophage tempéré encapside par erreur des portions de
chromosome bactérien lors de la reprise de son cycle lytique et les « injecte » dans une autre
cellule lors de I’infection.

- la transformation, basée sur la capacité que possedent certaines bactéries a capturer
de I’ADN exogene présent dans leur milieu environnant, a I’internaliser et a I’intégrer dans

leur chromosome suivant un processus de recombinaison homologue.
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Figure 4 : Transfert horizontal de génes entre les bactéries [32]
a- La transformation a lieu lorsque I’ADN, libéré lors de la lyse d’une bactérie, est repris par une autre bactérie.
Un gene de résistance aux antibiotiques peut alors étre intégré dans le génome de la bactérie receveuse. b- Dans
la transduction, les genes d’une bactérie sont transmis a d’autre bactérie par I’intermédiaire d’un bactériophage,
et s’intégrent dans le génome de la bactérie receveuse. c- La conjugaison nécessite le contact entre 2 bactéries :
I’échange de I’ADN est effectué par I’intermédiaire d’un plasmide. Les transposons sont des séquences d’ADN

qui portent leur propre enzymes de recombinaison permettant la transposition d’un lieu a un autre.

5- Facteurs de virulence

La plupart des constituants de la paroi sont impliqués dans la virulence de S. aureus.
En plus des protéines de surface, la bactérie sécrete un panel de toxines et d’enzymes
possédant chacune des caractéristiques bien définies, sans que leur réle ne soit encore bien
compris individuellement (figure 5).

L’ensemble de ces protéines liées ou diffusibles contribue a la capacité de la bactérie a
surmonter les deéfenses de I’héte et & envahir, coloniser et survivre dans les tissus. Leur

expression est donc étroitement régulée dans le temps.
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Figure 5 : Facteurs de virulence de S. aureus [17]
Le Panel A montre les protéines de surface et les protéines sécrétées. La synthése de ces protéines est
dépendante de la phase de croissance, comme montrée sur le graphe, et est contrélée par des genes régulateurs
tel que agr. Les panels B et C montrent des coupes transversales de I’enveloppe cellulaire. Un grand nombre de
protéines de surface ont une organisation structurelle similaire au clumping factor, incluant les segments répétés

d’acides aminés (Panel C). TSST-1 : Toxine du syndrome de choc toxique 1.

5-1- Les constituants de I’enveloppe.

Ils interviennent dans la reconnaissance de S. aureus par les cellules hétes. Leur nature

va moduler les interactions et les mécanismes de reconnaissance par le systéme immunitaire.

- La capsule polysaccharidique

La capsule améliore la virulence en conférant a la bactérie une meilleure résistance
face au systeme immunitaire de I’h6te, notamment en interférant avec la phagocytose
[15,16,33,34] et en empéchant les anticorps d’accéder aux épitopes de surface. Elle facilite
aussi I’adhérence de S. aureus aux cellules épithéliales, endothéliales et aux monocytes. Dans
ce cas, elle induit la sécrétion par ces cellules de cytokines inflammatoires telles que IL-18,
IL6, TNFa et IFNy et la chimiokine I1L-8 [15,35].
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- Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est immunogéne et mitogéne [36-38]. Il a une activité
chimiotactique sur les neutrophiles en stimulant I’activation de la cascade du complément
[39]. Il stimule la production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1p,
IL-6 et IL-8 IL8, CCL2, CCL3, CCL4) par les monocytes et les macrophages [40-42]. Bien
que le peptidoglycane seul entraine une faible induction de I’expression de cytokines, il a un

effet synergique avec les acides téichoiques [14,43].

- Les acides téichoiques (TA)

Le WTA de S. aureus est impliqué dans la forme cellulaire, la division cellulaire,
I’adhésion cellulaire, la formation de biofilm et la pathogénicité [12,44,45]. De plus, il
confere une résistance aux fB-lactames dans les souches résistantes a la méticilline [46]. Par
ailleurs, sa structure semble gouverner le THG puisque S. Aureus échange plus efficacement
de I’ADN avec une bactérie possédant un WTA de structure similaire et ce, méme si elle
appartient a un autre genre [31]. Au vu de son importance dans la biologie de S. aureus, le
WTA est aujourd’hui considéré comme une cible potentielle pour de nouveaux antibiotiques
[47].

Le LTA de S. aureus provoque une réponse inflammatoire en induisant la sécrétion de
cytokines et chimiokines (TNFa, IL-1, IL-10, IL-12, IL-8, LTB4, C5a, MCP-1, MIPla et G-
CSF) par les phagocytes mononucléés. Le profil cytokinique induit par le LTA est similaire a
celui produit par la bactérie entiere [48]. Le LTA participent ainsi a la formation de pus en

recrutant les neutrophiles via les chimiokines [43].

5-2- Les composants de surface

- La protéine A

La protéine A est produite lors de la phase exponentielle de croissance. Elle est
retrouvée dans la majorité des souches pathogénes pour I’homme [49]. Elle se fixe sur le
fragment Fc des immunoglobulines de classe G et M ce qui perturbe I’opsonisation et donc la

phagocytose de la bactérie [50]. Elle a un r6le dans le phénomene d’agrégation bactérienne et

25



favorise le développement de biofilms, renforcant ainsi I’adhésion et la protection de la

bactérie face a I’action des agents antimicrobiens produits par les cellules immunitaires [51].

- Les adhésines

S. aureus peut exprimer a sa surface un panel de protéines favorisant I’attachement a
certaines molécules de I’hote telles que la fibronectine, la laminine et le collagéne qui forment
la matrice extracellulaire des surfaces épithéliales et endothéliales. Ces protéines bactériennes
sont nommées « Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules »
ou MSCRAMM [52,53].

Les protéines de liaison a la fibronectine et au fibrinogene sont retrouvéees dans la
majorité des souches de S. aureus. Elles contribuent a I’adhérence de S. aureus aux
biomatériaux ayant un contact prolongé avec le sang tels que les cathéters [54].

La protéine de liaison au fibrinogene, également appelée coagulase liée ou clumping
factor, est responsable de I’adhésion bactérienne aux caillots sanguins et aux tissus
endommagés [53,55]. C’est une protéine de surface pouvant aussi étre diffusible suite a
I’autolyse. Contrairement a ce que son nom semble indiquer, elle est dépourvue d’activité
enzymatique. Sa structure, complémentaire de celle du fibrinogéne, lui permet d’interagir
directement avec lui ou avec des monomeres de fibrine. Ainsi, elle inhibe la phagocytose par
les neutrophiles en formant a la surface de S. aureus une couche protectrice de fibrinogéne,
empéchant la reconnaissance du pathogéne, méme opsonisé [56]. Au sein du genre
Staphylococcus, seule I’espece S. aureus posséde cette protéine. Cette observation associee
aux propriétés intrinséques de la coagulase liée ont permis la mise au point d’un test de
différenciation des espéces de staphylocoques basé sur I’agglutination d”’hématies en présence
de S. aureus [20].

La protéine de liaison au collagene est plutdt retrouvée dans les souches causant de
I’arthrite septique et de I’ostéomyeélite [57]. L’interaction avec le collagéne favorise

I’attachement de la bactérie aux tissus endommagés ou la couche sous-jacente a été exposée.

5-3- Les composants sécrétés

5-3-1- Les exoenzymes et protéines

- La coagulase libre
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La coagulase libre, ou staphylocoagulase, est une protéine diffusible thermostable
exprimée pendant la phase exponentielle de la croissance bactérienne. En se liant a une
coaguline proche de la prothrombine dans le plasma, elle forme un complexe nommé
staphylothrombine qui convertit le fibrinogene en fibrine [58]. Cette réaction entraine la
coagulation locale du plasma autour des cocci les protégeant de la phagocytose. Elle est a

I’origine de la thrombophlébite suppurée [59].

- La fibrinolysine

La fibrinolysine, ou staphylokinase, est une protéine thermolabile et antigénique. Elle
est capable de métaboliser le plasminogéne en plasmine et ainsi induire la fibrinolyse [60]. En
conditions physiologiques, ce mécanisme est associé a celui de la coagulation pour éviter
I’apparition de thromboses. Dans le cas d’une infection a S. aureus, la fibrinolysine perturbe
cet équilibre en favorisant la fibrinolyse et entraine des saignements.

Parallelement, la fibrinolysine posséde la capacité de se lier aux défensines et de

former un complexe avec celles-ci inhibant leur activité bactéricide [61].

- Les lipases

Les lipases sont un ensemble de protéines regroupant les lipases elles-mémes, les
phosphatases et les estérases. Elles sont responsables de la dégradation des lipides de I’hote
[62]. En effet, les molécules lipidiques de I’hote telles que les acides gras présentent un effet
tensio-actif qui perturbe I’intégrité de la membrane bactérienne. La lipase semble aussi avoir
un réle dans le prélevement des nutriments dans I’environnement, dans la formation de
biofilms et d’abces, participant ainsi la pathogeénicité de S. aureus [63]. Ainsi, des souris
infectées avec une souche mutante pour la lipase ont un défaut dans la formation d’abces et

une moindre charge bactérienne dans différents organes comparés a la souche sauvage.

- Hyaluronidase

La hyaluronidase est une enzyme extracellulaire thermolabile qui digére I’acide
hyaluronique. Cette dépolymérisation de I’acide hyaluronique, substance fondamentale de la

matrice du tissu conjonctif de I’héte, contribue au processus infectieux en favorisant la
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dissémination via la dégradation des tissus [64]. Au sein du genre Staphylococcus, seule S.

aureus possede cette enzyme [65].

- Désoxyribonucléase thermostable

S. aureus est la seule espece du genre Staphylococcus a produire une nucléase
thermostable. Elle permet ainsi une identification rapide de S. aureus dans des cultures de
sang [66]. Elle a une activité exo- et endo-nucléasique qui lui permet de dégrader I’ADN mais
aussi I’ARN des cellules de I’hote [67]. Elle est active a pH alcalin en présence de calcium
[67].

- Les Protéases

Les protéases retrouvées chez S. aureus regroupent les métalloprotéases, les thiol protéases et
les sérines protéases. Parmi ces dernieres, les mieux décrites sont les protéases glutamate-
dépendantes dont la protéase V8, ou glutamyl-endopeptidase qui clive les polypeptides
préférentiellement aprés un glutamate mais aussi, plus rarement, apres un aspartate.
Initialement identifiée chez la souche S. aureus V8, il est maintenant établi qu’elle est
exprimée par 67% des souches virulentes [68,69]. Lors de I’infection, elle peut cliver
certaines protéines de I’hdte comme les chaines lourdes des Immunoglobulines,
indépendamment de leur classe [70] ou I’inhibiteur de protéase al, induisant une
augmentation de I’activité protéolytique de I’héte [71]. Elle assure également la protection de
S. aureus en clivant certains peptides antimicrobiens cationiques tels que la cathélicidine LL-
17 produite par les kératinocytes et les neutrophiles [72]. Parallelement, la protéase V8 agit
également sur les protéines bactériennes elles-mémes, notamment par clivage de la coagulase
liée, entrainant une diminution de I’adhérence aux cellules hoétes et donc une meilleure
dissémination [73]. En terme de pathogénicité, il a été montré qu’un mutant S. aureus
n’exprimant plus la protéase V8 présentait une virulence atténuée dans trois modéles murins
d’infection différents [74,75].

- Catalase

La catalase convertit le peroxyde d’hydrogéne produit par les neutrophiles en

molécules d’eau et d’oxygene. Elle empéche ainsi la formation de radicaux oxygénés toxiques
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pour la bactérie et améliore ainsi sa survie dans le phagocyte [76]. En réalité, il semblerait que
la catalase soit nécessaire a la prolifération intracellualire plutét qu’a la survie a proprement
parler. En effet, Martinez et collaborateurs ont montré que la survie intracellulaire de S.
aureus dans des macrophages murins ou des cellules épithéliales bovines était similaire entre
la souche mutante pour la catalase et la souche sauvage. En revanche, I’absence de catalase
est associée a une inhibition de la prolifération intracellulaire dans les cellules épithéliales
bovines [77].

5-3-2- Les toxines

- L’a- hémolysine

L’a-hémolysine (hla) est une toxine cytolytique produite par plus de 90% des souches
de S. aureus [78,79]. C’est un des facteurs de virulence majeur de cette bactérie et un des
mieux caractérisé. C’est une protéine thermostable et antigénique, exprimée lors de la phase
exponentielle de croissance. Cette a-toxine a la capacité de former des pores dans les
membranes cellulaires de I’h6te. Pour ce faire, elle se lie tout d’abord a son récepteur a la
surface de la cellule cible, la molécule ADAM10 [80]. Puis, elle s’insére dans la membrane
plasmique ou elle s’oligomérise sous forme d’heptameres cylindriques [81,82]. Les canaux
amphipatiques ainsi formés induisent une entrée de diverses molécules de faible poids
moléculaire et notamment d’ions calcium, second messager important impliqué dans de
nombreuses voies de signalisation cellulaires chez les mammiféres. Majoritairement, ce
phénoméne conduit a la lyse cellulaire [83]. En contexte d’intoxination sub-lytique, des
études ont mis en évidence une réponse de la cellule cible consistant notamment en
I’altération des voies de signalisation cellulaires responsables de la prolifération cellulaire, de
la réponse inflammatoire, de la sécrétion de cytokines et des interactions cellulaires [84].

Lors de I’infection, I’effet cytolytique est un facteur primordial dans la progression de la
maladie puisqu’il induit une altération des tissus en exercant une action dermonécrotique mais

aussi neurotoxique [85-87].

-B-hémolysine

Cette B-toxine est une phospholipase de type C, ou sphingomyelinase, qui altére les

membranes riches en lipides. Son activité hémolytique sur les érythrocytes dépend de leur
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contenu en sphingomyéline [85]. Elle a aussi un role dans la colonisation de la peau par sa
capacité a endommager les kératinocytes [88]. La majorité des isolats humains n’expriment

pas la B-hémolysine, mais elle a un haut niveau d’expression dans les souches animales [86].

- 8-hémolysine

La 3-hémolysine est une protéine thermostable, hydrophobe et faiblement antigénique,
produite par 97% des souches [86,89]. Elle a un effet cytotoxique en agissant comme un
détergent sur les membranes biologiques. Elle exerce un effet pro-inflammatoire en raison de

sa specificité de liaison pour les neutrophiles et les monocytes [90].

- Toxines a 2 composants

Les toxines a 2 composants sont constituées d’une protéine S et d’une protéine F.
L’ association et I’oligomérisation de ces protéines permettent la formation de pores dans la
membrane de la cellule hote [91]. Parmi les toxines a 2 composants, on retrouve la y-
hémolysine, la Leucocidine de Panton-Valentine (PVL), IUKED et lukGH (ou lukAB).

La y-hémolysine, ou leucotoxine, est exprimée par 50 & 90% des souches, alors que la
PVL est produite par 2 a 20% des souches [78,92].

La y-hémolysine agit de concert avec la PVL pour perturber la perméabilité de la
membrane des neutrophiles [93]. Elle a aussi une action sur les lymphocytes T, les
monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques, et est capable de lyser une variété
d’érythrocytes de mammiferes [86,89].

Le rdle de la PVL n’est pas encore clairement défini, mais elle semble étre un facteur
important de la nécrose tissulaire, notamment des dommages musculaires, car elle est
retrouvée dans la majorité des infections nécrosantes [94]. La PVL semble également avoir un
impact majeur dans I’amplification des réponses immunes de I’hote [95,96].

Les toxines IUKED et lukGH, peu étudiées jusqu’ici, commencent a étre mieux
caractérisées. La toxine IUKED est présente chez 60 a 80% des isolats cliniques [97]. Elle est
capable de lyser les lymphocytes T, les cellules dendritiques, les monocytes, les macrophages
et les neutrophiles [91,95,98,99]. La toxine LukGH peut lyser efficacement les cellules

dendritiques, les monocytes, les macrophages et les neutrophiles [95,100,101].
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- Entérotoxines

Les entérotoxines sont responsables d’intoxinations alimentaires dues a la
consommation d’aliments contaminés par S. aureus. Ce sont des protéines thermostables
sécrétées par S. aureus dans I’aliment et résistantes aux enzymes protéolytiques. Il existe
plusieurs variants antigéniques d’entérotoxines, néanmoins, ce sont toutes de puissants

superantigenes capables de stimuler la prolifération non spécifique des lymphocytes T [102].

- Toxine du syndrome de choc toxique 1 (TSST-1)

La TSST-1 est une protéine extracellulaire qui agit comme un superantigene.

Une fois dans le sang, elle va induire une forte réponse inflammatoire conduisant notamment
a la libération de grande quantité de TNFa, consuisant au syndrome de choc toxique [103].

- Exfoliatine

L’exfoliatine, ou épidermolysine, est responsable de différentes formes de
staphylococcies cutanées bulleuses. C’est une toxine protéique epidermolytique ayant une
spécificité d’action sur la peau, dont I’activité entraine un décollement intra-épidermique

[104].

5. 4 Les facteurs de persistance

S. aureus peut former des biofilms. Ce mode de croissance entraine la diversification
de la population bactérienne en favorisant I’apparition de variants [105]. Ces variants sont un
état de dormance de la bactérie et jouent un r6le majeur dans la stabilité et la persistance des
biofilms [106]. Ces variants ,ou small colony variants (SCVs) sont originaires de mutation
dans les génes métaboliques, tels que sigB et agr, et présentent ainsi une diminution de la
pigmentation, une perte de I’activité hémolytique et de dissémination [105]. Ils peuvent faire
partie du cycle normal de croissance de la bactérie ou étre induit par des conditions de stress,
telles que les antibiotiques, I’inanition et les peptides cationiques de I’héte [106,107]. Ces
SCVs formés par S. aureus ont été liés aux infections chroniques, récurrentes et résistantes
aux antibiotiques [107]. Ces SCV jouent donc un rdle majeur dans la persistance de la

bactérie, en particulier dans les ostéomyélites, les infections associées aux corps étrangers
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[108] et les infections respiratoires dans les patients en fibrose cystique [109]. Ils ont la
capacité de survivre a I’intérieur des cellules hotes, et notamment dans les cellules épithéliales
et endothéliales [110]. En effet, ils peuvent résister a I’activité bactéricide des lysosomes. De
plus, ils sont moins sensibles a I’activité bactéridicide des peptides antimicrobiens [111].
Ainsi, les SCV de S. aureus permettent d’échapper aux défenses de I’immunité innée et de

favoriser I’établissement et la persistance de I’infection.

En conclusion, la figure 6 présente un récapitulatif des divers facteurs de virulence de
S. aureus et le r6le qu’ils jouent dans sa pathogeénicité. On pourrait rajouter le THG en tant
que facteur indirect étant donné son rodle primordial dans I’émergence de nouvelles
résistances. La pathogénicité de S. aureus est ainsi étroitement reliée a I’expression de ces
différents facteurs [112].

Figure 6 : Implication des facteurs de virulence de S. aureus dans I’évasion des défenses de I’hote. [89]
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5-5- Réqulation des facteurs de virulence

Comme évoqué dans le paragraphe précédent, les protéines de surface sont
principalement synthétisées lors de la phase exponentielle de croissance. Elles permettent la
fixation de la bactérie a la matrice extracellulaire et la colonisation des tissus. Par la suite, la
dissémination a travers les tissus adjacents est rendue possible par I’expression des protéines
sécretées, telles que les protéases, synthétisees principalement lors de la phase stationnaire de
croissance. Cette cinétique précise d’expression des facteurs de virulence de S. aureus
nécessite donc d’étre étroitement régulée au cours des différents stades de I’infection.

Les locus agr (accessory gene regulator) et sar (staphylococcal accessory regulator)
sont notamment impliqués dans cette régulation séquentielle complexe. Le locus agr code
pour un systeme de transduction du signal a deux composants [113]. Des le début de la phase
de décélération, le locus agr régule négativement la production des protéines de surface et
régule positivement I’expression des toxines sécrétés et des enzymes extracellulaires [114—
116] (Figure 7). L’ activation ou la répression de sarA influe sur I’activation du systéeme agr
[113,116]. De plus, I’expression d’agr et sar est elle-méme régulée par le facteur sigma

alternatif o® en réponse a I’activation du géne rsbu [114,115,117,118].
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Figure 7 : Expression des facteurs de virulence et de persistance selon la croissance bactérienne et I’expression
conséquente d’agr. Lors de la phase exponentielle de croissance de S. aureus, les constituants de I’enveloppe et
les composants de surface permettent I’adhésion de la bactérie et I’échappement aux défenses de I’h6te. Au
début de la phase de décélération, I’expression du géne régulateur agr est induite et entraine la sécrétion de
nombreuses exotoxines favorisant la dissémination de la bactérie. Lors d’un stress métabolique, S. aureus a la
capacité de modifier son phénotype permettant la persistance de la bactérie. MSCRAMM : Microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules. SERAM : Secretable expanded repertoire adhesive

molecules.

5-6- Facteurs de virulence et spécificité d’hote

S. aureus est réparti en de nombreuses lignées générées par des recombinaisons
multiples et des échanges d’éléments génétiqgues mobiles entre les différentes lignées.
Chacune de ces lignées possede une combinaison unique de protéines de surfaces et de
régulateurs, identifiées par des séquences types. L’évolution de S. aureus lui permet ainsi de
s’adapter a différents hotes et d’exprimer différents facteurs de virulence selon le
microenvironnement. Dans le but de mettre en évidence un lien possible entre la spécificité
d’héte et I’expression des divers facteurs de virulence de ces différentes lignées, Sung et ses
collaborateurs ont comparés 217 isolats de S. aureus [119]. Ces isolats comprennent 161
isolats humains porteurs ou invasifs et 56 isolats animaux (vaches, chevaux, moutons, chevres
et un chameau). La comparaison génétique de ces isolats a permis une classification de S.
aureus en différentes lignées, comme le montre les différents clusters de la Figure 8. Les
isolats humains et animaux ont chacun été classés en dix lignées différentes. Bien que la
majorité des isolats animaux (61%) ait été classée dans des lignées non présentes chez
I’homme, ils ne sont pas sur une branche distincte de I’arbre de S. aureus. L analyse de 2013
genes de base des isolats humains montre qu’ils ne sont pas uniformément absents des isolats
animaux. Bien que certains genes soient plus conservés (fnbA, fnbB et coa) ou plus
fréqguemment exprimés (chp, scn et sak) chez I’homme, il n’existe pas de spécificité d’hbte a
proprement parler (Figure 9). Ainsi, les isolats d’origine animale sont étroitement proches de
ceux d’origine humaine et seuls quelques genes ou combinaisons de génes pourraient
prédisposer ces isolats a développer des infections spécifiques de I’Homme ou de I’animal.
Cette étude démontre que I’opportunisme prévaut de trés loin sur la spécificité d’hote et que le
statut physiologique (immunitaire) de I’hdte est un facteur majeur influant sur la

prédisposition a I’infection par S. aureus.
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Figure 8 : Données du microarray de 217 isolats de S. aureus (161 isolats humains porteurs et invasifs et 56
isolats animaux), classées par une corrélation de Spearman en utilisant 728 génes variables de base. Les lignes
verticales représentent chaque isolat et sont colorés par lignées a la fois dans I’arbre et dans la rangée supérieure
de blocs artificiellement colorés en dessous du microarray. Le nombre des lignées est noté en-dessous. La rangée
inférieure des blocs artificiellement colorés représentent les différents isolats : isolats de bétails en vert clair,
isolats de chevaux en bleu pale, et les isolats humains en bleu foncé (invasifs) et violet (porteur). Dans la
principale figure, les lignes horizontales représentent les génes individuels qui sont listés dans I’ordre dans la
figure 9. Un signal jaune ou rouge indique que le gene est présent ; un signal bleu, blanc ou gris indique qu’il est

absent. A noter que les lignées animales ne sont pas classées séparément des lignées humaines.
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Figure 9 : Les génes variables de base de la figure 8. Les génes sont listés dans I’ordre par leurs noms et par
leurs identifiants ou le nombre de génes annotés (R, MRSA252 ; N, N315 ; 8, 8325 ; M, MW?2). ‘v’ ou * désigne
un produit PCR concu pour une région spécifique de la variante. Un carré noir indique que le gene est présent
dans le complexe clonal ou la séquence type. ‘u’ indique une variation dans la distribution du géne pour cette

lignée.

111 -Epidémiologie

1- Réservoir

S. aureus fait partie de la flore commensale de I’Homme et de I’animal. Elle est
présente sur la peau et les muqueuses, hotamment au niveau des voies aériennes respiratoires

supérieures et dans les intestins. Chez I’Homme, elle est principalement retrouvée dans les
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muqueuses nasales en raison de I’affinité de la bactérie pour I’épithélium qui tapisse les

cavités [120,121]. Dans la population, S. aureus est présent dans plus de 40% des foyers [122]

et on dénombre environ 30% d’individus porteurs de maniere asymptomatique [17,123-125].

Cependant, la prévalence du portage nasal de S. aureus est tres différente selon les pays et
selon les individus [125,126] (Figure 10 et 11).

3214 swabs
29.4% S. aureus

0% MRSA

3858 swabs
21.1% S. aureus
1.8% MRSA

3990 swabs
17.3% S. aureus
1.3% MRSA

3847 swabs
26.3% S. aureus

0.8% MRSA

3025 swabs
18.8% S. aureus
2.1% MRSA

3309 swabs
15.7% S. aureus
1.5% MRSA

3156 swabs
25.4% S. aureus

1.6% MRSA

3960 swabs
18.5% S. aureus
2.0% MRSA

3847 swabs
12.1% S. aureus
1.5% MRSA

Figure 10 : Prevalence du portage nasal de S. aureus et de MRSA dans des individus sains dans neuf

pays européens [126] .Le pourcentage de S. aureus et de MRSA sont indiqués selon les pays européens et le

nombre d’écouvillons analysés. MRSA : S. aureus résistant a la méticilline.

S. aureus positive S. aureus negative

Characteristics Total population N =203 (25%) N =620 (75%)
Sociodemographics N (%) % %

Male 362 (39.6) 30 70

Female 552 (60.4) 22 78

Latino 813 (89.0) 25 75

Other 101 (11.0) 24 76

Age®

<5 84 (9.2) 15 85

5-17 238 (26.2) 33 67

18-24 74 (8.2) 29 71

25-44 223 (24.5) 24 76

45+ 290 (31.9) 20 80

Figure 11 : Portage nasal selon les individus dans des foyers du nord de Manhattan.

Adapté de [122]. 914 individus ont été analysés provenant de 321 foyers. La répartition des individus a

d’abord été réalisée selon le sexe, puis selon I’origine ethnique et enfin selon I’age. a : manque I’age de 5 ans.
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Pour finir, les différentes souches de S. aureus présentent un tropisme d’héte. Ainsi,
certaines souches infectent préférentiellement les bovins, les ovins ou les humains. Chez un
méme hote, il existe également une variabilité inter-souche en termes de pathogénicité [127].
Parallelement, il a été démontré qu’au sein d’une méme race animale, une souche de S. aureus

pouvait étre plus ou moins virulente [128].

2- Transmission

En raison de sa localisation, c’est principalement le mode de transmission manuportée
qui est a I’origine des infections. Cette transmission peut étre due soit a un portage direct par
I’individu lui-méme, soit par une contamination transitoire par un autre réservoir.

Bien que S. aureus soit capable de survivre plusieurs mois dans I’environnement en
état de dormance [129,130], la contamination par une source environnementale reste
relativement rare, sauf en milieu hospitalier ou elle est prévalente [131].

Une autre voie de contamination est I’ingestion d’aliments colonisés par des souches

de S. aureus libérant des entérotoxines, responsables d’intoxinations alimentaires [132].

IV- Les infections a S. aureus

1- Chez I’THomme

1- 1- Types d’infections

S. aureus est une bactérie pyogene pouvant étre responsables de différents types

d’infections, selon la nature de la souche et la qualité de la réponse immunitaire de I’héte.

- les toxémies: la sécrétion de toxines in vivo lors d’une infection par S. aureus peut
entrainer des pathologies séveres telles que le syndrome du choc toxique, rare mais fatal
[133]. La sécrétion d’entérotoxines, quant a elle, peut entrainer une intoxination alimentaire

suite a I’ingestion d’aliments contaminés [132].
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- les infections suppuratives: S. aureus est responsable d’infections cutanéo-
muqueuses suite a sa pénétration au travers de I’épithélium, notamment a la faveur d’une
bréche. Ces infections peuvent rester locales, mais peuvent aussi étre le point de départ de
suppurations profondes ou d’infections généralisées et conduire a une septicémie

éventuellement accompagnée d’un purpura fulminans [112,134,135].

1-2- Acquisition de I’infection

Chez I’Homme, on distingue 2 types d’infections staphylococciques :
- Les infections acquises en communauté

- Les infections nosocomiales, acquises en établissement de santé.

1-2-1- Les infections communautaires

Au sein d’une communauté (e.g internats, maisons de retraite, casernes militaires) la
majorité des infections a S. aureus sont des infections de la peau ou des tissus mous.
Néanmoins, des cas mortels ont aussi été rapportés, comme des pneumonies nécrosantes ou
des septicémies [136]. Les infections communautaires sont plus fréquentes chez les enfants en
bonne santé que chez les adultes [122,137]. Ces études realisées sur des échantillons
aléatoires d’individus immunocompétents montrent qu’il ne semble exister aucune
prédisposition particuliére a I’infection. Ainsi, malgré un systeme immunitaire fonctionnel, il
existe une grande variabilité de sensibilité a I’infection par S. aureus [122,136,137] et les

causes de cette variabilité sont encore mal connues.

1-2-2- Les infections nosocomiales

Selon I’OMS, les infections nosocomiales sont des « infections survenant chez un
patient admis a I’hdpital ou dans un autre établissement de santé pour une raison autre que
cette infection et chez qui elle n’était ni présente ni en incubation au moment de I’admission »
A I’hopital, S. aureus est la principale cause de bactériémie, d’infections de la peau et des
tissus mous, d’endocardites et de pneumonies [8,138]. La mortalité due a une infection par S.
aureus ne cesse de croitre, en raison notamment de I’émergence de résistances multiples aux

antibiotiques [139-141]. Les individus les plus touchés sont les personnes agées, les jeunes
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enfants ou les immunodéprimés, ayant un systéme immunitaire moins compétents et plus
affaibli [136].

La transmission dans les hopitaux peut étre manuportée dans le cas d’une hygiene
insuffisante du personnel soignant ou bien provenir du matériel médical comme les aiguilles
de suture, les prothéses ou encore les dispositifs intravasculaires tels que cathéters et valves
cardiaques artificielles (figure 12) [21,139,142].

Parallelement, les porteurs sains sont également plus a méme de développer une
infection due a leur propre souche lors d’une chirurgie ou a la suite de soins post-opératoires,

ceux-ci représentant une porte d’entrée systémique pour la bactérie [125,143].

Figure 12 : Dispositifs médicaux susceptibles d’induire une contamination par S.aureus. [21]

1-2-3 Importance en santé publique

La prévalence mondiale de ces deux types d’infections a connu un pic a la fin du
XXeme siecle. Pour exemple, rien qu’entre 1987 et 1997, le nombre d’infections
nosocomiales a S. aureus a augmenté de 35% [8,141]. Malheureusement, ce phénomeéne
s’accompagna également d’une augmentation du taux de mortalité en raison de I’émergence
de résistances multiples aux antibiotiques et notamment a I’apparition de souches de S. aureus
résistantes a la méticilline (SARM) ([144] et cf. paragraphe 3-.2 « Traitements disponibles et

résistances aux antibiotiques »). A ce sujet, I’OMS rapporte que des personnes infectées avec
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SARM auraient un risque de mortalité 64% plus élevé que les personnes atteintes d’une forme
non résistante.

Ces dernieres annees, grace aux mesures d’hygiénes drastiques mises en place dans les
établissements de santé, la prévalence des infections a SARM semble enfin amorcer une
décroissance en Europe [145,146]. Néanmoins, les SARM représentent toujours 17,8 % des

infections nosocomiales en Europe et jusqu’a 50% aux Etats-Unis [145,147] (figure 13).

Figure 13 : Prévalence mondiale des SARM acquises en établissement de soins. HK : Hong Kong. [147]

Concernant les infections communautaires, des études menées aux Etats-Unis
montrent que les SARM présentent un développement trés rapide depuis les années 1990 et
que leur proportion atteint aujourd’hui un seuil épidémique [148,149]. Les auteurs concluent
également que les SARM acquis en communauté sont responsables de prés de 14% des

infections invasives a SARM développées dans le pays.

2- Chez les animaux

S. aureus est un pathogene important pour I’Homme mais pose également de réels
problémes en médecine vétérinaire et en agriculture. En effet, cette bactérie est responsable

d’infections chez une grande variété d’animaux comme le chat, le chien, le cheval, le cochon,

le lapin, la volaille et les bovins [150]. Comme chez I’Homme, les infections chez les
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animaux sont principalement des infections de la peau et des tissus mous mais peuvent parfois
étre létales.

Dans les élevages bovins par exemple, S. aureus est responsable d’infections de la
glande mammaire, ou mammites, pouvant étre fatales. A ce titre, il est responsable de 5 a 30%
des formes cliniques et de 5 a 10% des formes subcliniques de mammites [151]. Chez les
ovins, son réle dans le développement des formes cliniques est plus élevé encore, puisqu’il est
probablement le germe dominant, voire exclusif [152].

Ces pathologies requiérent un recours a I’utilisation d’antibiotiques, avec pour
conséquence leur libération dans I’environnement via les excréments des animaux d’élevage.
Sachant que S. aureus peut survivre longtemps dans le milieu extérieur, ce relargage
d’antibiotiques augmente les chances d’apparition de souches résistantes dans
I’environnement, conduisant la médecine vétérinaire a plaider pour un usage raisonné de
I’antibiothérapie dans les élevages.

Comme chez I’Homme, on observe chez les bovins une différence de sensibilité a
I’infection par S. aureus, suggérant I’idée d’une possible sélection génétique des individus

naturellement résistants [153,154].

Pour finir, il a été démontré que ces infections peuvent étre transmises directement de
I’animal a I’Homme via la consommation de lait contaminé par exemple [155] ou de I’homme
a I’animal, notamment lors de la traite des bovins [156,157]. Cette boucle Animal-
(Environnement)-Homme -Animal, associée a I’émergence de souches résistantes aux
antibiotiques, souligne I’importance de contréles sanitaires stricts afin de contréler de ces
infections dans les élevages et ainsi diminuer les chances de transmission de souche

multirésistantes a I’Homme.

3- Clinique

3-1- Symptomes

Dans le cas d’intoxications alimentaires, on observe habituellement des vomissements
violents souvent accompagnés de diarrhées pendant un a deux jours, suivis d’une guérison
compléte [155]. La FDA (Food and Drug Administration) rapporte que le décés d’un individu

suite a une intoxication alimentaire par S. aureus est un événement trés rare. En 2009, en
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Europe, sur 49000 personnes intoxiquées, seuls 46 cas eurent une issue fatale [158]. En
général, il s’agissait d’enfants, de personnes agées, tres affaiblies ou immunodéprimees.

Le syndrome de choc toxique staphylococcique dd aux souches libérant la toxine
TSST1 est associé a une hypotension, a de la fievre et a une érythrodermie desquamante
généralisée. Cette infection est rare mais souvent mortelle. Elle peut étre favorisée par
I’utilisation de tampons vaginaux lors de la menstruation [159].

Les infections cutanées entrainent, entre autres, la formation locale de furoncles,
folliculites, panaris et impétigo. Les femmes allaitantes peuvent également présenter des
abcés mammaires suite a I’infection de I’épithélium aréolaire fragilisé par les souches
commensales de S. aureus présentes chez le nourrisson dés les premiers jours suivant la
naissance [160].

Les infections mucosales se traduisent généralement par I’apparition d’orgelets, et de
conjonctivites au niveau oculaire ou encore, d’angines, d’otites et de sinusites en ce qui
concerne la sphére ORL. Mais S. aureus est aussi responsable d’infections plus profondes au
niveau des voies respiratoires, telles que des pneumonies ou des pleurésies. Au niveau des
voies geénitales, il peut causer des salpingites et des endométrites.

Les infections par S. aureus peuvent aussi se généraliser, principalement dans un
contexte hospitalier chez des personnes immunodéprimées, et aboutir a des septicémies et/ou
des purpura fulminans. Ces infections donnent fréquemment lieu a des localisations
secondaires de la bactérie entrainant diverses pathologies telles que les ostéomyélites, les
endocardites et les méningites [21].

Ces différents tableaux cliniques sont résumés dans la figure 14.
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Figure 14: Pathogenése des infections staphylococciques.
1-S. aureus entre dans I’héte via les muqueuses ou a la faveur d’une bréche cutanée. 2- S. aureus peut se
disséminer dans I’organisme en passant dans la circulation sanguine. 3- S. aureus est responsable de nombreuses

pathologies. 4- S. aureus peut étre transmise par le biais de mains contaminées. [21]

3-2- Traitements disponibles et résistances aux antibiotiques

Dans les années 1940, la pénicilline permit la guérison de patients atteints d’infections
auparavant mortelles, signant le début de I’ére de I’antibiothérapie.

Néanmoins, en 1942, apparut la premiere souche de S. aureus résistante a la
pénicilline [161]. De par leur nouvel avantage sélectif, ces souches résistantes sont
rapidement devenues majoritaires, rendant la pénicilline inefficace contre prés de 90% des
souches de S. aureus [161].

Le développement de nouvelles molécules efficaces contre ces souches, telles que la
méticilline, a alors permis de poursuivre la lutte contre S. aureus. Malheureusement, quelques
années seulement suffirent pour voir émerger les premiéres souches résistantes a la
méticilline, avec la premiere souche résistante isolée en 1961 [162].

Le mécanisme de résistance envers la pénicilline puis la méticilline, mal compris a
I’époque, est aujourd’hui élucidé. Ces souches possedent des enzymes appelées béta-
lactamases du fait de leur activité d’hydrolyse des noyaux béta-lactames caractéristiques de la
classe d’antibiotiques des béta-lactamines a laquelle appartiennent pénicilline et méticilline
[163]. Il existe aujourd’hui de nombreuses béta-lactamases différentes, capables d’inhiber les
effets d’une ou plusieurs bétalactamines, comme c’est le cas pour les béta-lactamases a
spectre étendu (BLSE), récemment apparues.

Le phénomeéne de I’acquisition de nouvelles résistances par une souche donnée de S.
aureus est quant a lui de plus en plus documenté. Sous la pression de sélection exercée par le
traitement antibiotique, les bactéries peuvent acquérir de nouveaux génes codant pour ces
résistances [28,30] par transfert horizontal. Jusqu’a présent, les mécanismes a I’origine de
I’acquisition des génes de nouveaux genes par les staphylocoques étaient inconnus.
Cependant, il a recemment été démontré que I’activation d’un gene de S. aureus, appelé sigH,
codant pour un facteur sigma alternatif, permet a ce dernier, dans certaines conditions, de
mettre en route une machinerie spécialisée lui permettant de capturer I’ADN présent dans son
environnement, et donc potentiellement d’acquérir des genes de résistance aux antibiotiques

[164]. Les auteurs concluent que I’inhibition du géne sigH serait une piste sérieuse pour lutter
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contre I’apparition de souches de S. aureus multi-résistantes aux antibiotiques. 1l faudrait ainsi

B ou des

administrer, conjointement a tout traitement antibiotique, un antagoniste de o
molécules induisant son expression.

Concernant plus particulierement la résistance a la méticilline, probléme majeur de
santé publique a I’heure actuelle, elle est le fruit du gene mecA, localisé sur la cassette
chromosomale staphylococcique (SCC) et qui code pour des protéines de liaison a la
pénicilline (PLPs) modifiees [30,140,161,162]. Les souches résistantes a la maéticilline
(SARM) sont résistantes a I’ensemble des beta-lactamines mais aussi souvent a d’autres
classes d’antibiotiques telles que les aminoglycosides et les fluoroquinolones, améliorant leur
fitness et restreignant les possibilités de traitement.

Les souches de SARM sont néanmoins encore sensibles & certaines molécules telles
que la rifampicine, I’acide fusidique, les glycopeptides et certains aminosides. La rifampicine
et I’acide fusidique sont souvent utilisés en combinaison car utilisées seules, ces molécules
doivent étre utilisées a plus forte dose et exercent donc une forte pression de sélection sur les
souches bactériennes risquant d’entrainer I’apparition de résistances [161]. Les aminosides et
les glycopeptides, souvent utilisés en association, ont une action néphrotoxique sur
I’organisme. lls sont donc utilisés pour des traitements de courte durée, et notamment pour les
infections endovasculaires [165]. En effet, la combinaison de ces 2 molécules permet de
diminuer rapidement la bactériémie et montre des résultats cliniques rapides comparés a un
traitement avec une seule molécule dans ces infections.

Jusqu’a maintenant, la vancomycine, un glycopeptide, restait le traitement de choix
pour les infections séveres a SARM. Mais I’émergence récente de souches résistantes a la
vancomycine limite de nouveau les alternatives thérapeutiques (Figure 15). Les derniéres
molécules utilisées contre S. aureus sont la daptomycine et le linézolide, mais leur utilisation

reste limitée et colteuse et des souches résistantes ont déja été reportées [162,166].
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Figure 15 : Chronologie de I’apparition des résistances de S. aureus aux antibiotiques.
MRSAI a IV, résistances associées a des changements génétiques dans SCCmec ; VISA, S. aureus présentant
une sensibilité intermédiaire a la vancomycine ; CA-MRSA, MRSA communautaire ; VRSA, S. aureus résistant
a la vancomycine. D’apres [140].

En conclusion, le choix de I’antibiothérapie doit étre réfléchi en fonction de la souche
en cause, de la localisation et de la gravité de I’infection, du niveau d’immunocompétence et

d’éventuelles allergies du patient.

V. Contribution de la réponse immunitaire innée dans I’issue de I’infection.

Comme abordé précédemment, il existe une sensibilité différentielle de I’h6te vis-a-vis
de S. aureus. En étudiant plus en détail les raisons de cette différence phénotypique chez la
brebis et en complétant cette étude a I’aide d’un modele murin, I’équipe dans laquelle j’ai
mené mes travaux de thése a réuni des éléments qui supportent I’idée que I’issue de
I’infection par S. aureus serait dépendante de facteurs génétiques de I’héte en lien avec la
polarisation des macrophages suivant le phénotype M1 ou M2 (communication personnelle).

Les macrophages représentent la premiere ligne de défense de la réponse immunitaire
innée. Selon le micro-environnement dans lequel ils évoluent (facteurs genétiques de I’héte,
cytokines sécrétées et composés microbiens), les macrophages peuvent prendre différents
phénotypes, classiqguement divisés en deux groupes M1 et M2 [167]. Ceux-ci different en
termes de récepteurs, de sécrétion de cytokines, et de fonctions effectrices. Les macrophages
M1 sont pro-inflammatoires et microbicides alors que les M2 sont immuno-modulateurs et
peu microbicides. Les pathogenes, en perpétuelle coévolution avec leurs hotes, ont développé

des mécanismes pour détourner cette étape de différenciation a leur avantage.
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Dans le cas de S. aureus, les récents résultats obtenus dans I’équipe suggérent qu’une
polarisation M2 serait plus avantageuse pour le développement de I’infection. Conformément
a ces résultats, de multiples études ont démontré le lien entre la polarisation des macrophages,
I’évolution d’une infection bactérienne et le réle actif de certains pathogénes dans ce
phénomeéne [168].

Dans la continuité et en complément de ces travaux, I’axe principal de mon travail de
these fut de déterminer I’importance du phénotype des macrophages résidents, premiere ligne

de défense de la réponse immunitaire innée, lors d’infections par S. aureus.
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B- Immunité innée
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L’immunité est I’ensemble des mécanismes développés par I’organisme pour se
protéger des agressions microbiennes et des proliférations malignes. On appelle systéeme
immunitaire I’ensemble des cellules et tissus assurant I’immunité de I’organisme. Les cellules
du systeme immunitaire sont appelées, de maniere générale, les leucocytes. Ce systéme
participe ainsi au maintien de I’intégrité de I’organisme en évoluant constamment face aux
multiples micro-organismes présents dans I’environnement et aux stratégies qu’ils ont
développées pour contrecarrer les nétres. Cependant, de nombreux micro-organismes font
partie de notre flore commensale et sont donc nécessaires a notre équilibre, impliquant la
capacité du systeme immunitaire a faire la distinction entre cellules du soi en parfaite santé et
intrus/non-soi/cellules du soi altérées. Les micro-organismes responsables d’infections sont
qualifiés de pathogenes. Toute réponse immunitaire débute par la reconnaissance de cet agent
infectieux pour ensuite développer une réaction destinée a I’éliminer. Les réponses mises en
place par le systtme immunitaire dépendent ainsi de la nature de I’agent infectieux, de la
localisation de I’infection et de la génétique de I’hbte.

Les premieres barrieres de défense de I’organisme sont la peau et les muqueuses. Elles
permettent la protection du milieu intérieur vis a vis I’extérieur. La pénétration des micro-
organismes au travers de ces barriéres déclenche la premiére ligne de défense du systéeme
immunitaire : I’immunité innée. Celle-ci,, constituée principalement du systeme du
complément et de cellules phagocytaires, permet a I’organisme de se défendre de maniére
innée et immeédiate. Elle est génétiquement héritée et donc présente des la naissance.
L’immunité innée est ainsi qualifiée de naturelle mais aussi de non spécifique car ses modes
d’action sont invariants et ne s’adaptent pas aux micro-organismes rencontrés. Elle se
mobilise rapidement en tout point de I’organisme, et assure la défense de I’h6te en combattant
directement le pathogéne ou en informant I’organisme de sa présence. Grace a des systemes
de défense moléculaires et cellulaires, a la suite de cette premiere réponse, une deuxiéme
ligne de défense plus spécifique se met en place, I’immunité adaptative, constituée de cellules
lymphocytaires. La coopération de ces systemes de défense par interaction directe ou par
I’intermédiaire de médiateurs cellulaires tels que les cytokines et les chimiokines, permet ainsi

un meilleur contrdle de I’infection [169].
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I- Les barriéres épithéliales

Les surfaces épithéliales exposees a I’extérieur de I’organisme, telles que la peau et les
muqueuses, sont les premiéres a étre en contact avec le pathogene. Elles représentent ainsi la
premiére ligne de défense physique, chimique et microbiologique de I’organisme [170].

Les surfaces épithéliales sont constituées de cellules épithéliales jointives et
juxtaposees, solidaires les unes des autres par des jonctions intercellulaires serrées, I’ensemble
formant un épithélium. L’épithélium de la peau, I’épiderme, est constitué de plusieurs couches
permettant une barriére physique efficace face aux pathogenes [171]. Les muqueuses sont
plus fragiles, étant constituées d’une seule couche de cellules épithéliales, et sont la cible
favorite des pathogénes [172].

Outre leur fonction de barriére physique, ces épithélia produisent diverses substances
chimiques protectrices, bactéricides et bactériostatiques [171,172]. Le mucus et le sébum,
produits respectivement par les muqueuses et la peau, ont un réle antimicrobien. La
production de molécules tels que les lysosymes contenus dans la salive et les sécrétions
lacrymales, et les défensines aux niveaux des épithélia intestinaux, respiratoires, uro-génitaux
et cutanés renforce cette fonction de barriére chimique.

Pour finir, les épithélia sont constitués d’une flore commensale de bactéries saprophytes qui
inhibent la multiplication des agents pathogenes en rentrant en compétition pour I’espace et
les nutriments, mais aussi parfois, par la production de peptides antimicrobiens.

Par ces diverses fonctions, les épithélia s’opposent ainsi a la pénétration des
pathogenes dans I’organisme. Cependant, une bréche de ces barrieres facilite I’entrée du
germe dans I’organisme et les micro-organismes ont aussi développés de nombreux
mécanismes pour les contourner ou les détruire [172]. 1l est également important de noter que
ces épithelia communiquent intensément avec les cellules de I’immunité. La production de
médiateurs inflammatoires est une fonction essentielle de ces barrieres qui permet le
recrutement précoce de cellules immunitaires effectrices sur le site infectieux. Le déchiffrage
du dialogue moléculaire entre ces deux compartiments cellulaires est une clé essentielle de

notre compréehension des mécanismes précocement mis en jeu lors d’une infection.
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I1- Le systéme du complément

Le systeme du complément est I’un des premiers mécanismes a se mettre en place
suite a I’entrée d’un pathogene dans I’organisme. Il représente un ensemble de plus de trente
protéines plasmatiques et membranaires jouant un réle essentiel dans I’élimination des micro-
organismes. La majorité des protéines du complément sont plasmatiques et s’activent selon
différents modes de reconnaissance des pathogénes. On distingue 3 voies majeures
d’activation du complément :

- la voie classique, activée par reconnaissance d’un complexe antigene-anticorps

- la voie alterne, activée par reconnaissance directe des micro-organismes

- la voie des lectines, activée par reconnaissance d’un résidu mannose présent a la
surface de certains micro-organismes.

L’activation de ces voies conduit a la formation de complexes enzymatiques, permettant la
libération de différents facteurs effecteurs du complément: C3a, C3b, C5a et C5b. Les
facteurs C3b et C5b restent fixés a la surface du pathogéne. C3b a un réle d’opsonine : elle se
fixe a la bactérie afin de permettre sa reconnaissance par les phagocytes. C5b induit le
recrutement des composants du complexe d’attaque des membranes (CAM) formant un pore
dans la membrane plasmique de la bactérie et conduisant a sa mort par choc osmotique.
Cependant, le CAM n’est pas efficace sur les bactéries Gram positives en raison de leur
épaisse paroi, riche en peptidoglycane. Les facteurs C3a et C5a sont des anaphylatoxines :
elles induisent des réactions caractéristiques de I’anaphylaxie. Ces 2 peptides se fixent sur les
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) ce qui stimule la chimiotaxie des neutrophiles et
la production de dérivés toxiques de I’oxygene par les phagocytes.

Le systeme du complément participe donc a I’opsonisation, a la réponse inflammatoire, a

I’élimination des complexes antigénes-anticorps et a la destruction des pathogenes [173,174].

I11- Le macrophage

Les premiéres cellules de I’'immunité a rencontrer le pathogéne sont les macrophages
tissulaires résidents. Ils sont un composant essentiel de I'immunité innée et jouent un réle
central dans I’inflammation et les défenses de I’hdte. De plus, ces cellules remplissent des
fonctions homéostatiques au-dela de la défense de I’organisme, comme le remodelage des

tissus dans I’ontogeneése, I’orchestration des fonctions métaboliques et la cicatrisation. Les
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macrophages sont caractérisés par une grande diversité phénotypique permettant de répondre
a I’ensemble de leurs fonctions [169,175-177].

1- La biologie du macrophage

1-1-La distribution tissulaire : des monocytes aux macrophages

Les macrophages dérivent des monocytes qui représentent 4 a 10% des leucocytes
sanguins. Les monocytes et macrophages appartiennent au systéeme des phagocytes
mononucléés originaires de la lignée myéloide dont la genése a lieu dans la moelle osseuse a
partir d’un progéniteur myeéloide commun avec les granulocytes [178] (Figure 16). Les étapes
de différenciation du monocyte sont essentiellement dépendante du facteur de croissance M-
CSF (Macrophage-colony stimulating factor ou CSF-1). Lorsque la maturation cellulaire est
atteinte, les monocytes quittent la moelle osseuse pour aller dans la circulation sanguine. Ils
forment une population hétérogene présentant une grande variabilité dans I’expression des
marqueurs cellulaires. Les monocytes du sang se divisent en 2 sous-populations distinctes
avec des propriétés migratoires différentes: les monocytes circulants et les monocytes
inflammatoires [179,180]. Les monocytes circulants patrouillent dans le sang et sont recrutés
dans les tissus non inflammatoires ou ils se différencient en macrophages résidents ou en
cellules dendritiqgues (CD). Les macrophages résidents participent principalement a
I’homéostasie tissulaire alors que des CD sont impliquées dans la mise en place de la réponse
immunitaire spécifique. A I’inverse, les monocytes inflammatoires sont recrutés sur les sites
inflammatoires, ou ils vont rapidement répondre aux stimuli microbiens en sécrétant des
cytokines et des facteurs antimicrobiens [181,182]. Il a été montré, chez la souris que la demi-
vie des monocytes inflammatoires dans le sang est d’une dizaine d’heures alors que celle des
monocytes circulants est de plusieurs jours [183]. Avec la moitié des monocytes du sang
quittant la circulation sanguine chaque jour, les monocytes constituent un réservoir
systémique considérable de précurseurs myeéloides [179]. Cependant, des études suggerent

que les macrophages résidents ont aussi la capacité de s’autorenouveller [180].
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Figure 16 : Le systeme des phagocytes mononuclées [180]. Les macrophages en développement sont d’abord
retrouveés dans les sacs embryonnaires. Plus tard dans le développement, I’hématopoiése dans le foie feetal
devient la source de macrophages qui ressemblent a ceux présent chez I’adulte. A I’age adulte, les macrophages
des différents tissus peuvent étre issus de la différentiation des monocytes dérivés de la moelle osseuse. Lorsque
les monocytes dérivés de la moelle osseuse sont libérés dans le sang périphérique (Ly6C+), ils semblent pouvoir
se différencier en un sous-ensemble cellulaire phénotypiquement distinct (Ly6C-).G-CFU : Granulocyte colony-
forming unit ; GM-CFU : Granulocyte/macrophage colony-forming unit ; HSC : Haematopoietic stem cell ; M-

CFU : Macrophage colony-forming unit

Les macrophages, disséminés dans I’ensemble de I’organisme, se distinguent des
monocytes par une plus grande taille, le développement considérable de I’appareil vacuolaire
(vésicules d’endocytose, endosomes, lysosomes primaires, phagosomes, phagolysosomes),
des expansions cytoplasmiques qui forment de véritables pseudopodes et des modifications
majeures du transcriptome global [184]. Les macrophages résidents sont présents dans
presque tous les tissus ou organes. Selon leur localisation tissulaire, les macrophages ont

différentes nominations (Figure 17).
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Figure 17 : Différentes nominations des macrophages selon la distribution tissulaire. D’aprés [176].

Les fonctions et le phénotype des macrophages tissulaires dépendent d’une interaction
complexe entre leurs voies de différenciation intrinseques et les signaux recus des cellules
résidentes voisines. En fonction du microenvironnement dans lequel ils migrent, les

macrophages acquierent des phénotypes fonctionnels distincts.

1-2- ROle dans Homéostasie

Bien que les macrophages tissulaires soient anatomiquement distincts les uns des
autres, aient des profils transcriptionnels et des capacités fonctionnelles différents, ils sont
tous requis pour le maintien de I’homéostasie [176,177].

Il a ainsi été montré que les macrophages participent au remodelage tissulaire
homéostatique lors de la vie oncofoetale et dans certains tissus a [I’a4ge adulte
[176,177,185,186]. Les fonctions de développement des phagocytes mononucléés incluent le
remodelage de la matrice extracellulaire, la prolifération épithéliale, le développement et
I’organisation du réseau vasculaire et la mise en forme de I’organisation tissulaire [178]
(Figure 18). L’analyse transcriptionnelle des macrophages impliqués dans les processus de
développement montre une augmentation des génes impliquant des fonctions anti-
inflammatoires et de remodelage tissulaire tels que des genes codant pour des enzymes
dégradant les tissus, des chimiokines et des récepteurs scavengers [185].

A I’age adulte, les macrophages jouent aussi un réle fondamental dans le maintien de

I’homéostasie tissulaire a I’état basal [175]. Les macrophages ont une fonction phagocytaire
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majeure. s nettoient environ 2x10™ érythrocytes chaque jour, ce qui équivaut a presque 3kg
de fer et d’hémoglobine chaque année recyclés et réutilisés par I’organisme. Ce processus de
clairance est une contribution métabolique vitale a I’intégrité de [I’organisme. Les
macrophages limitent aussi le processus de coagulation plasmatique et de fibrinolyse en
participant a la clairance des facteurs de coagulation activés, des molécules de fibrine et de
plasmine. Les cellules de Kupffer participent au catabolisme lipidique permettant la synthese
de cholestérol et d’acide arachidonique. Les macrophages sont aussi impliqués dans
I’élimination des deébris cellulaires qui sont générés lors du remodelage tissulaire, et
phagocytent rapidement et efficacement les cellules apoptotiques. Les récepteurs qui
permettent ces processus de clairance homéostatique incluent les récepteurs scavengers, les
récepteurs de la phosphatidyl-sérine, les récepteurs a la trombospondine, aux intégrines et au
complément. En général, ces récepteurs qui déclenchent la phagocytose a I’état basal ne
transmettent pas de signaux induisant la transcription de génes de cytokines. Ils induisent a
I’inverse des signaux inhibiteurs du déclenchement d’une réponse inflammatoire. De plus, la
majorité des phagocytoses homéostatiques sont indépendantes des autres cellules de
I’immunité. Ainsi, la fonction primaire des macrophages résidents est de nettoyer

I’environnement interstitiel des matériaux cellulaires extrinséques.

Diversity of macrophages

Tissue Specific macrophagename  Function

Bone Osteoclast Bone remodelling and providing a stem cell niche

Bone marrow macrophage Erythropoiesis

Brain Microglial cell Neuronal survival and connectivity, and repair after injury
Epidermis Langerhans cell Immune surveillance
Eye NA Vascular remodelling
Intestine Crypt macrophage Immune surveillance
Kidney NA Ductal development
Liver Kupffer cell Clearance of debris from blood and liver tissue regeneration after damage; liver
development?
Mammary gland NA Branching morphogenesis and ductal development
Ovary NA Steroid hormone production and ovulation
Pancreas NA Islet development
Testis NA Steroid hormone production; Leydig-cell development?
Uterus UterineDC Angiogenesis and decidualization
Uterine macrophage Cervical ripening

DC, dendritic cell; NA, not applicable.

Figure 18 : Diversité et fonctions des macrophages. [178]

57



2- Détection des pathogenes : les PRR

Les phagocytes mononucléés sont aussi des éléments essentiels de I’orchestration des
réponses immunitaires innées et adaptatives lors d’une infection. En effet, lors d’une infection
bactérienne, I’initiation de la réponse débute toujours par la reconnaissance du pathogene et
des signaux de dangers par les macrophages. Cette reconnaissance est permise par un
ensemble de récepteurs, les PRR (pattern recognition receptors). Ces récepteurs reconnaissent
des motifs moléculaires conservés exprimés par les micro-organismes, appelés les PAMPs.
(pathogen associated molecular pattern) [169,187]. Les PAMPs sont produits uniqguement par
les micro-organismes, sont exprimés constitutivement et sont invariants entre micro-
organismes du méme groupe. Ces caractéristiques permettent une reconnaissance efficace par
un petit nombre de PRR. Par exemple, de nombreux PAMP font partie de I’enveloppe
bactérienne, tels que le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries Gram négatives ou I’acide
lipotéichoique (LTA) des bactéries Gram positives, permettant la reconnaissance de
I’ensemble des bactéries Gram négatives et positives. En plus de ces PAMPs, des signaux de
dangers, ou alarmines, sont libérées par la lyse cellulaire lors d’une infection ou de dommages
tissulaires ou rapidement sécrétées par les leucocytes et les épithélia stimulés [188].
L’ensemble des PAMPs et des alarmines constitue ainsi la famille des DAMPs (Damage-
associated molecular pattern). Ces alarmines jouent un réle dans I'immunité et
I‘inflammation. Les alarmines représentent plusieurs protéines, telles que HGMB1, HSPs et
S100 (humains seulement) et peptides, tels que les défensines et les cathelicidines [188,189].
Elles présentent plusieurs caractéristiques fonctionnelles dont des roles anti-microbiens,
chimiotactiques et participent a I’induction des réponses immunitaires de 1’hote. Parmi les
peptides antimicrobiens (AMP), on retrouve principalement les défensines et les
cathelicidines [190]. La chimiotaxie et I’activation du systeme immunitaire sont stimulées par
HMGBL1 et les protéines S100 [191,192]. Les protéines HSP sont des chaperones, plut6t
caracterisées dans le maintien de I’homéostasie et la survie cellulaire, semblent aussi avoir un
role dans les réponses immunitaires [193].

Au sein des PRR, on va distinguer plusieurs types de récepteurs, avec principalement
les récepteurs scavengers, les récepteurs de la famille des lectines, les TLR (Toll like
receptor) et les récepteurs NLR (nucleotide oligomerization domain (Nod)-like receptors)
[194] (Figure 19).

Les récepteurs scavengers et ceux de la famille des lectines, essentiellement exprimes

par les phagocytes, permettent de capter les bactéries et de les phagocyter. Les récepteurs

58



scavengers, tels que SR-A et CD36, reconnaissent les bactéries via les PAMPs et on aussi la
capacité de reconnaitre les cellules mortes, via notamment les phosphatidylsérines, et des
lipoprotéines de faible densité oxydées (oxLDL) [195]. Les récepteurs de la famille des
lectines sont nombreux et reconnaissent les oses de la paroi des bactéries. Parmi eux, on
retrouve par exemple, le MMR (Macrophage mannose receptor ou MR) et dectin-1,
reconnaissant respectivement les résidus mannoses et glucoses (B-glucane) de la paroi des
pathogenes [196].

Les TLR représentent une grande famille de récepteurs, avec dix récepteur chez
I’Homme de TRL1 a TLR10 et douze récepteurs chez la souris de TLR1 a TLR13 (le TLR10
étant un pseudogeéne) [197,198]. Ils sont situés soit a la surface de la membrane plasmique,
soit sur la membrane des vésicules intracellulaires. Ce sont des molécules transmembranaires
qui possédent un domaine de reconnaissance comprenant de nombreux motifs riches en
leucine (LRR) et un domaine de transduction du signal intracytoplasmique (TIR). Ils sont
ainsi capables de reconnaitre un grand nombre de composants microbiens. Ainsi, le LPS des
bactéries Gram négatives est reconnu spécifiquement par le TLR4, alors que le
peptidoglycane et I’acide lipoteichoique, exprimés par les bactéries Gram positives, sont
reconnus par le TLR2 [187].

Plus récemment, il a également été montré que les TLR sont aussi capables de détecter
les alarmines [189]. En effet, HMGB1 est capable d’entrainer la signalisation des TLR2 et
TLR4 [199]. De plus, HMGB1 peut coopérer avec les CpG pour améliorer la signalisation via
TLR9 [200]. Les protéines S100 et HSP ont aussi la capacité de signaliser via TLR4 [189].

Les TLR peuvent étre présents sous forme d’homodimeéres ou d’hétérodimeres, en
s’associant les uns avec les autres. Ainsi, les dimeres TLR2-TLR1 ou TLR2-TLR6
reconnaissent les lipopeptides, les lipoarabinomannanes (LAM), les lipomannanes, les acides
lipoteichoiques, les lipoprotéines et les peptidoglycanes. Le TLR4 reconnait le LPS des
bactéries Gram négatives et le TLR5 reconnait les flagellines bactériennes. Le TLR3
reconnait I’ADN double brin viral, le TLR7 et TLR8 reconnaissent les motifs d’ARN simple
brin et le TLR9 reconnait les dinucleotides cytosines polyguanines (CpG) de I’ADN [194].

Les NLR regroupent principalement les récepteurs NOD et les récepteurs NLRP ou
NALP (NLRP : NOD, leucine rich repeat and pyrin domain containing; NALP : NACHT,
LRR and PYD domains-containing protein) [201]. Ces récepteurs sont cytoplasmiques et ont
la capacité a reconnaitre les produits microbiens. Les protéines NOD, NOD1 et NOD2,
reconnaissent certains motifs du peptidoglycane des bactéries Gram positives et négatives

[202]. Les récepteurs NLRP représentent une grande famille d’une dizaine de récepteurs.
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Seuls les récepteur NLRP1 et NLRP3 seront abordés. En réponse aux pathogénes ou a leurs
produits dérivés, ces 2 récepteurs ont la capacité de former un complexe multiprotéique
cytoplasmique appelé inflammasome qui est requis pour la maturation de la caspase-1.
L’activation de la caspase-1 permet la libération d’IL-1B et d’IL-18. Les récepteurs NLRP3
peuvent aussi étre activés par les DAMPs [203].

La reconnaissance d’un PAMP par les TLR et les protéines NOD conduit a
I’activation de facteurs de transcription, tels que NFkB (Nuclear factor-kB), AP-1 (Activator
protein 1) ou IRF (IFN regulatory factor), permettant I’expression d’un grand nombre de
genes, dont les genes de cytokines inflammatoires, de chimiokines et de facteurs
antimicrobiens [187,194].

Grace a ces récepteurs, la présence d’un pathogéne est directement détectée par les
cellules de I’'immunité innée. Cette reconnaissance rapide et efficace des micro-organismes

permet I’induction de la réponse inflammatoire qui va varier selon les PRR engagés.
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Figures 19 : Les PRRs et leurs ligands. Adapté de [204].
(LTA : acide lipotechoique ; LPS : Lipopolysaccharide ; NOD : protéine  domaine d’oligomérisation liant les

nucléotides ; SR-A : récepteur scavenger de classe A ; TLR : récepteur de type Toll.)
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3- Les mécanismes de défenses

3-1- La phagocytose

3-1-1- Voie d’activation

La phagocytose est une fonction clé des macrophages. En plus de son rdle dans
I’homéostasie par I’élimination des cellules sénescentes et des débris cellulaire, elle est
cruciale pour les défenses anti-infectieuses. Elle permet la dégradation des micro-organismes
mais aussi le recrutement et I’activation d’autres cellules de I’'immunité [205,206]. La
phagocytose est assurée par les phagocytes professionnels que sont les macrophages, les
cellules dendritiques et les neutrophiles.

La phagocytose correspond a I’internalisation de grosses particules dans des vacuoles
appelées phagosomes. Pour aboutir a cette internalisation, la bactérie se retrouve entourée de
pseudopodes par les phagocytes. La formation de ces pseudopodes est induite par plusieurs
récepteurs. On distingue une reconnaissance directe du micro-organisme par les récepteurs
scavengers et par ceux de la famille des lectines, et une reconnaissance indirect via des
opsonines. Les opsonines peuvent étre soit un anticorps, soit un composant du complément.
Elles se fixent aux pathogenes et permettent ainsi la reconnaissance par les phagocytes qui
possédent des récepteurs aux opsonines : le CR (récepteur au complément) et le FcR. La
phagocytose conduit a I’internalisation d’une partie de la membrane du phagocyte pour
former une vacuole intracellulaire, le phagosome, qui contient le micro-organisme reconnu.
Celui-ci subit ensuite plusieurs étapes de maturation qui vont permettre la production de

nombreux facteurs anti-microbiens.

3-1-2- Activation des Mécanismes indépendants de la production des

radicaux libres

Le phagosome va d’abord fusionner avec des endosomes, ce qui va permettre une
modification de la composition de sa paroi et de son contenu (Figure 20). On observe ainsi
I’activation d’une pompe a proton (ATPase) qui permet I’acidification de son contenu [207].
Le phagosome acquiert également de nombreuses enzymes responsables de la digestion du

micro-organisme comme des protéases acides (cathepsines), des lipases et des glycosidases
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[208,209]. Lors de cette maturation on observe aussi une forte augmentation de la

concentration en peptides anti-microbiens, dont la défensine, dans le phagosome [210].

Figure 20 : La phagocytose : Maturation du phagosome et présentation antigénique. [205]

Le phagosome subit une série d’événements de fusion avec le compartiment endocytaire (endosomes précoces,
endosomes tardifs, corps multivésiculaires (MVB) et les lysosomes). Les peptides générés de la dégradation de
la particule internalisée sont ensuite chargés sur les molécules de CMH de classe Il (MHC-I1), acquises des
compartiments endocytaires qui stockent des molécules de MHC-I1 nouvellement synthétisées. La fusion avec le
réticulum endoplasmique délivre le CMH de classe | (MHC-I) au phagosome. Les peptides générés par
dégradation dans le phagolysosome acide sont exportés dans le cytosol via le complexe Sec61, ubiquitinylés,
traités par le protéasome et transporté de nouveau vers la lumiéere du phagosome via TAP ou ils sont
éventuellement chargés sur les molécules de MHC-I. Les complexes peptide/MHCI-I1 sont alors exportés a la

surface cellulaire.

3-1-3- Le burst oxydatif

Lors de la fusion avec le lysosome, on observe I’activation d’un complexe
enzymatique, la NADPH oxydase. Cette enzyme crée un potentiel de membrane qui réduit le
dioxygene en anion superoxyde. Sous I’action de la super oxyde dismutase, le superoxyde est
converti en peroxyde d’hydrogéne (H,0,) [211].

En paralléle, un deuxieme complexe enzymatique s’active, la NO-synthase inductible (iNOS).
Cette enzyme est responsable de la formation d’espéces réactives de I’azote, comme le

peroxynitrite et les nitrites [212].

62



Cette double activation constitue le burst oxydatif, caractérisé par la production de
nombreux composés présentant de puissantes activités anti-microbiennes et qui participent
activement a la dégradation des micro-organismes phagocytés (Figure 21).

Par ailleurs, la dégradation du pathogene permet I’apprétement des peptides antimicrobiens
pour la présentation antigénique a la surface des phagocytes, étape indispensable a I’activation

des lymphocytes T spécifiques du micro-organisme [205,206].

antimicrobial
peptides

Figure 21 : Facteurs microbicides de I’hote. Adapté de [213].
Les mécanismes microbicides de I’h6te incluent la NADPH oxidase, la NO-synthase inductible (iNOS), la
liaison du fer par la lactoferrine et I’exportation du fer, des peptides antimicrobiens et des protéines qui

perméabilisent et dégrade la bactérie.

3-2- La réponse inflammatoire

3-2-1- Caractéristiques physiologiques de I’inflammation

La conséquence de la reconnaissance et de la phagocytose des microorganismes par

les macrophages est I’induction de la réponse inflammatoire, caractérisée par la production de
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facteurs solubles : les cytokines, les chimiokines et les médiateurs lipidiques. Ces médiateurs
de I’inflammation vont avoir pour fonction de recruter de nouvelles cellules et molécules sur
le site de I’infection pour tuer les micro-organismes, éviter la dissémination de I’agent
pathogene et initier la phase de cicatrisation tissulaire. La réponse inflammatoire se
caractérise par quatre signes dus a des modifications vasculaires importantes énoncées par
Celsus au 1% siécle : « Rubor et tumor cum calor et dolore » (rougeur et oedeme avec chaleur
et douleur) qui correspondent a [169]:

- La vasodilatation permettant d’augmenter le flux sanguin et d’en réduire la vitesse

- L’activation endothéliale par I’expression de molécules d’adhésion permettant
I’attachement des leucocytes et leur extravasation tissulaire

- L’augmentation de la perméabilité vasculaire responsable de I’oedéme

- La coagulation localisée dans les micro vaisseaux du site infecté afin d’éviter la

dissémination.

Les meédiateurs lipidiques de I’inflammation tels que les prostagandines et les
leucotrienes jouent un réle important dans ces modifications vasculaires. La dégradation des
phospholipides membranaires entraine la libération d’acide arachidonique. Ce dernier est
métabolisé en prostaglandines et en leucotriénes par les cellules de I’hote. Les prostaglandines
jouent un ro6le vasodilatateur lors de I’inflammation et les leucotrienes permettent
d’augmenter la perméabilité capillaire et ont une activité chimiotactique [214]. L’activation
du systeme des kinines en cas de lésions vasculaires entraine la formation de bradykinine qui
augmente la perméabilité vasculaire et est responsable de la douleur. Les lésions vasculaires
entrainent également I’activation du systeme de la coagulation menant a la formation de

thrombus fibrineux.

3-2-2- Les différents phénotypes d’activation du macrophage

Les macrophages sont caractérisés par une incroyable diversité et plasticité. Selon la
distribution tissulaire et les signaux du microenvironnement, les macrophages ont la capacité
de modifier leur phénotype. On distingue 2 types d’activation du macrophage : I’activation
dite « classique » et par opposition, I’activation dite « alternative ». Ces voies d’activation
vont conduire a des macrophages phénotypiquement différents reflétant les réponses
Th1/Th2 : les macrophages M1, pro-inflammatoires, et les macrophages M2, anti-

inflammatoires.
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L’activation dite « classique » du macrophage conduit a un phénotype M1, impliqué
dans I’initiation et le maintien de I’inflammation et qui joue un réle majeur dans les défenses
anti-microbiennes. En revanche, les macrophages M2, trés hétérogenes, ont des fonctions de
régulation et de réparation tissulaire et sont impliqués dans la résolution de I’inflammation et
le maintien de I’homéostasie. Cependant, il est important de noter que les stades d’activation
M1 et M2 apparaissent comme les extrémités d’un continuum de forme d’activation du
macrophage avec un panel d’expression de récepteurs et de fonctions variant selon le
microenvironnement [167,175,215] (Figure 22).

Complexe
LPS .
PAMP immuns
IFNY L4 TLR/L-IR ligand
\ IL-13 %} IL-10
Activé \Q /Gf
MI classiquement Activé alternativement M2
Pro- Anti-
inflammatoire inflammatoire
Inflammation Homéostasie/Régulation Réparation
~ iINOS ~ Arginase IL?O IL-10
IL-1 IL-10 ! TGFB
IL-6 TNFx
IL-Tra
IL-12 IL-
TNFa IL-6
Production de molécules pro- Allergie, Immunorégulation, Encapsulation et
inflammatoire, Elimination des élimination des parasites, Remodelage
pathogenes, Résistance tumorale, tissulaire, Progression tumorale, Réponse Th2
Réponse Thl

Figure 22 : Spectre d’activation et de polarisation des macrophages. D’aprés [175,215].
Selon les signaux du microenvironnement, les macrophages vont se polariser dans différents états. Ces états de
polarisation sont impliqués dans différents processus biologiques nécessitant une expression génique et une

production cytokinique spécifiques.

3-3-3 Synthese des cytokines et des chimiokines

La réponse commune des macrophages a une infection bactérienne induit
principalement une augmentation de I’expression des genes de polarisation M1 ayant une
forte activité bactéricide et microbicide [168]. Cette polarisation vers le phénotype M1 est

consécutive a I’engagement des PRR par les PAMPs, ce qui conduit a la production et
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sécretion de cytokines inflammatoires telles que le TNFa. Il a été montré que cette cytokine
renforce la polarisation M1 par un effet autocrine et paracrine [216]. Cet effet est également
amplifié par la production d’IFNy par les cellules telles que les lymphocytes T yo et les
Natural Killer (NK) [217].

L’organisation de la réponse inflammatoire est ainsi assurée par la sécrétion d’un
panel de cytokines pro-inflammatoires caractéristiques du phénotype M1, incluant I’l1L-12, le
TNFa, I’IL-6 et I’IL-1p et la production de chimiokines telles que CCL2 (MCP-1 : Monocyte
chemotactic protein 1), CCL5 (RANTES : Regulated upon activation, normal T cell expressed
and secreted) et CXCL8 (Mantovani, 2004, trends immuno). Les macrophages sont aussi les
principaux producteurs des chimiokines CXCL1 et CXCL2 [218]. Ainsi, en plus de leur
activité microbicide directe, ces cellules induisent le recrutement d’autres cellules de
I’immunité innée et favorisent une réponse Thl et Thl7, I’ensemble ayant pour but de
contréler I’infection (Figure 23). La régulation de I’inflammation sera alors ensuite assuree
par les macrophages de phénotype M2 qui interviennent dans la résolution de I’infection, que

nous détaillerons plus tard.

Les cytokines inflammatoires produites par les macrophages activés lors d’une
infection bactérienne peuvent avoir des effets autocrines ou paracrines. L’IL-12 initie la
différentiation des lymphocytes T naifs en lymphocytes Thl [219]. Le TNFa induit la
production de chimiokines par les macrophages et les cellules endothéliales [220]. L’IL-1p
favorise I’activation des lymphocytes T, facilite la prolifération des lymphocytes B, stimule le
burst oxidatif et amplifie la réponse inflammatoire [221]. L’IL-6 stimule la phagocytose et le
burst oxidatif des phagocytes, favorise la synthese de la matrice extracellulaire, induit la
sécretion de CCL2 pour recruter les monocytes et favorise I’activation des lymphocytes B et
la production d’anticorps [222]. Le TNFa, I’IL-1p et I’IL-6 augmentent aussi I’expression des

molécules d’adhésion sur I’endothélium.
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Figure 23 : Bilan de la réponse inflammatoire. [223]

Lors de I’entrée de pathogénes dans I’organisme, les PAMPs vont étre détectés par les leucocytes et les
composants humoraux, ces derniers ayant une activité bactéricide direct sur le pathogéne. La reconnaissance des
PAMPs par les leucocytes va déclencher plusieurs mécanismes: la sécrétion de peptides antimicrobiens, la
phagocytose et la sécrétion de cytokines. Les cytokines produites vont entrainer de nombreux processus

biologiques détaillés dans la figure.

IV- Le recrutement leucocytaire

Sous I’action des chimiokines, les leucocytes adhérent a I’endothélium grace aux
molécules d’adhésion exprimées par les cellules endothéliales. On distingue 4 phases
d’extravasation des leucocytes [224] :

- le « rolling » ou roulement grace aux sélectines

- I’arrét par adhésion forte a I’endothélium via les intégrines

- la diapédese des leucocytes, qui est le passage a travers les cellules endothéliales par
transmigration paracellulaire ou transcellulaire

- la migration intratissulaire vers le site infectieux dépendant des gradients de
concentration de chimiokines fixées aux protéoglycanes de la matrice extracellulaire.

Les molécules d’adhésion différent selon la nature du leucocyte. L’ensemble des interactions
entre leucocytes et cellules endothéliales, selon le stade d’extravasation des leucocytes, est

indiqué dans la figure 24 :
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Figure 24 : La cascade d’adhésion des leucocytes. [224]

Les chimiokines sont les molécules clefs qui contrdlent le recrutement cellulaire. Elles
permettent une adhésion forte des phagocytes a I’endothélium et le recrutement des
leucocytes en créant un gradient de concentration de molécules fixées a la matrice
extracellulaire. Elles induisent non seulement un recrutement efficace des cellules de
I’immunité qui circulent dans les vaisseaux irriguant les tissus lésés, mais aussi un contrdle du
type de leucocyte recruté selon les agents chimiotactiques libérés. Le recrutement des
différents leucocytes est ainsi séquentiellement régulé dans le temps. Dans un premiers temps,
les chimiokines CXCL8, CXCL1 et CXCL2 induisent le recrutement des granulocytes
neutrophiles. Cette action est renforcée par la libération de G-CSF, qui est le facteur de
croissance des neutrophiles dans la moelle osseuse, et qui induit la libération de neutrophiles
dans le courant circulatoire [225-227]. Dans un second temps, la production des chimiokines

CCL2 et CCL5 augmente, permettant le recrutement des monocytes.

1- Les neutrophiles

Lors d’une infection, sous I’action des chimiokines telles que CXCL8 ou CXCL1 et
CXCL2, les premieres cellules a étre recrutées au site infectieux sont les granulocytes
neutrophiles [228]. Les neutrophiles sont les leucocytes les plus nombreux du sang et sont
rapidement mobilisables. Une fois au site infectieux, les neutrophiles activés phagocytent et
éliminent les bactéries par la libération de produits antimicrobiens contenus dans les granules

ou générés par activation métabolique, comme la NADPH oxidase [229]. Les neutrophiles
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possédent trois types de granules dans leur cytoplasme : les granules azurophiles, les granules
spécifiques et les petits granules de stockage. Ces granules contiennent de nombreux facteurs
antimicrobiens, protéases et enzymes, telles que le lysosyme, des défensines, des élastases et
des cathepsines.-L’activité bactéricide des granules, comme pour les macrophages, permet la
destruction des pathogénes phagocytés (Figure 25). Les neutrophiles sont ainsi des cellules
clés de la lutte antibactérienne a travers leur forte capacité de phagocytose et d’élimination

intracellulaire des pathogenes.

Plasma membrane

Bacterium

Nucleus \ Phagolysosome

Neutrophil

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

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

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

Figure 25 : Présentation schématique des mécanismes dépendants et indépendants de I’oxygéne lors de la
phagocytose des bactéries par les neutrophiles [210]. Les mécanismes indépendants de I’oxygeéne englobent le
contenu des trois types de granules des neutrophiles : les granules azurophiles spécifiques et gélatinases qui
contiennent des protéases, des protéines antimicrobiennes et des peptides caractéristiques et des enzymes. Les
lysosymes, en perturbant les surfaces bactériennes anioniques, rendent la bactérie plus perméable, alors que
I’élastase neutrophilique (NE) dégradent les facteurs de virulence. Les mécanismes dépendants de I’oxygéne
reposent sur le complexe de la NADPH oxidase qui s’assemble a la membrane phagosomale et produit du 0,5,
qui est rapidement convertit en peroxyde d’hydrogene. A son tour, la myéloperoxidase, un composant des

granules azurophiles, génere du HOCI a partir du peroxyde d’hydrogéne.

2- Les monocytes
Les monocytes inflammatoires sont recrutés dans un second temps. Ils sont attirés par

d’autres chimiokines telles que CCL2 qui est produite de maniere retardée par rapport a

CXCLS8, mais qui persiste plusieurs jours [181,230]. Les monocytes, ainsi recrutés au site
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infectieux, se différencient en macrophages qui complétent I’activité phagocytaire des
neutrophiles. lls sont également capables de phagocyter les neutrophiles sénescents et ont la
capacité de présenter les antigénes aux lymphocytes T [182]. Les monocytes peuvent aussi se
différencier en cellules dendritiques qui captent les antigénes et migrent dans les organes
lymphoides secondaires pour les présenter aux lymphocytes T et mettre en route la réponse

immunitaire adaptative.

V- La régulation de I’inflammation

La résolution de I’inflammation est un processus complexe nécessitant la coopération
des cellules recrutées au site inflammatoire. Méme si le phénotype pro-inflammatoire (M1)
des macrophages est nécessaire pour combattre I’infection, la persistance, sans contréle, du
processus inflammatoire devient néfaste et peut induire des dommages tissulaires importants
[168,231-234]. En effet, une inflammation excessive ne permet pas de conservée I’intégrité
tissulaire : la production continue de cytokines inflammatoires et de chimiokines par les
macrophages M1 entraine un recrutement leucocytaire aberrant perpétuant I’inflammation.
Dans ce contexte, les monocytes recrutés se polarisent vers un phénotype M1 entrainant la
libération de radicaux hydroxyles et les neutrophiles recrutés vont avoir une dégranulation
non contr6lée ou vont mourir par nécrose. L’ensemble de ces facteurs va alors directement
causer des dommages tissulaires [234,235]. Les macrophages M1 semblent ainsi participer a
de nombreuses maladies inflammatoires chroniques ou autoimmunes [233]. Lors d’une
infection résolutive, ces processus sont contrebalancés par différents médiateurs permettant la
résolution de I’inflammation, tels que des glucocorticoides, des lipoxines, des résolvines et
des prostaglandines [236]. Les glucocorticoides favorisent la phagocytose et I’apoptose des
leucocytes [237]. Les lipoxines inhibent le recrutement des neutrophiles, et stimulent la
phagocytose des neutrophiles apoptotiques [238]. Les résolvines régulent I’expression des
cytokines, inhibent un recrutement aberrant de neutrophiles et stimule leur apoptose [239].
Les prostaglandines inhibent I’activation de NfkB [214]. L’ensemble de ces médiateurs va
ainsi favoriser des processus non inflammatoires permettant la résolution de I’inflammation et
le retour & I’homéostasie.

Les neutrophiles apoptotiques représentent un important stimulus anti-inflammatoire
pour les cellules impliguées dans la résolution de I’inflammation [240-242]. L’exposition des

résidus phosphatidylsérine (PS) sur la membrane des neutrophiles apoptotiques permet une
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meilleure reconnaissance par les macrophages [243]. L’interaction des PS avec les récepteurs
scavengers sur les macrophages initie la phagocytose et I’élimination des corps apoptotiques
[244]. Cette clairance des corps apoptotiques est nécessaire afin d’empécher le passage des
neutrophiles en nécrose secondaire. Elle permet ainsi d’éviter la lyse cellulaire qui a pour
conséquence la libération des composants intracellulaires toxiques.

Les macrophages ont ainsi une fonction cruciale dans le milieu inflammatoire en
éliminant les cellules apoptotiques par un processus phagocytaire spécialisé, appelé
efferocytose, qui permet de limiter les dommages tissulaires [245]. Cette élimination des
cellules apoptotiques par les macrophages ne provoque pas la libération de cytokines pro-
inflammatoires, mais modifie le profil transcriptionnel des macrophages vers un phénotype
anti-inflammatoire, de type M2. Les cellules apoptotiques jouent ainsi un réle important dans
la résolution de I’inflammation en réduisant la production de cytokines pro-inflammatoires
telles que I’IL-1p et le TNFa et en stimulant la libération de cytokines anti-inflammatoires
telles que le TGFp et I’11-10 [240,241,245]. En effet, la phagocytose des cellules apoptotiques
par les macrophages stimule la production endogéene d’ll-4, qui en agissant de maniére
autocrine sur les macrophages et en combinaison avec I’IL-13, induit une polarisation M2 des
macrophages [245] (Figure 26). Les macrophages M2 sont caractérisés par I’expression du
récepteur mannose, des récepteurs scavengers et la production de facteurs angiogéniques
[167,186,246,247]. Cette activation alternative des macrophages induit la sécrétion de
cytokines anti-inflammatoires telles que I’IL-10 et le TGFB qui sont associées a la résolution
de la réponse inflammatoire et qui favorisent la réparation tissulaire. Ainsi, I’équilibre entre
cytokines pro et anti-inflammatoires est central dans I’efficacité de la réponse inflammatoire.
Une fois que la phagocytose est compléte, les macrophages quittent le site enflammé via le
drainage lymphatique ou meurt localement par apoptose. Si tous ces processus sont respectes,
I’inflammation aigué, qui a permis I’élimination du micro-organisme, est résolue sans causer
de dommages tissulaires excessifs. Le tissu revient alors a sa physiologie normale avec retour

de I’homéostasie tissulaire.
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IL-10

Figure 26 : Activation et transition du macrophage inflammatoire en macrophage résolutif au cours de la phase
aigué de I’inflammation. Adapté de [245].

A gauche : Les macrophages inflammatoires, générés par des stimuli tels que LPS+IFNy, ont une activité
bactéricide élevée, produisent des médiateurs pro-inflammatoires, et ont une faible activité d’efferocytose. A
droite : Aprés activation des récepteurs nucléaires, les macrophages pro-résolutifs ou de la phase de résolution
sont programmeés pour une efferocytose élevée, avec une augmentation de I’expression des récepteurs et des
molécules de pontage requis pour la reconnaissance des cellules apoptotiques et la production de cytokines anti-
inflammatoires. In vivo, au cours de la phase aigue de I’inflammation, les macrophages inflammatoires se

transforment en macrophage résolutifs.
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C- Spécificite d’interaction entre
S. aureus et Immuniteé innée
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I- Role de I’'immunité innée

Il existe, chez les individus immunocompétents, une grande variabilité de sensibilité a
I’infection par S. aureus. Les mécanismes qui gouvernent ces différences de sensibilité sont
encore mal compris. Aucun facteur prédisposant a I’infection n’a pu étre clairement identifié a
ce jour [122,136,137]. Les différences de réponses immunitaires mises en place, qui
pourraient expliquer cette différence, n’ont pas encore été clairement caractérisées. Les études
réalisées en modele murin ont cependant permis de définir plusieurs facteurs immunitaires
clefs impliqués dans la protection contre S. aureus. Il est maintenant admis que les souris
C57BL/6 sont naturellement résistantes a I’infection i.v. par S. aureus. La déplétion des
lymphocytes T, B et des Natural Killer (NK) dans ces souris ne modifie pas le profil de
I"infection : les souris C57BL/6 Rag2-1L2Ry” montrent un contrdle de la charge bactérienne
et une survie similaire aux souris C57BL/6 sauvages [248]. Dans une autre étude, il a été
montré que la déplétion des neutrophiles et des macrophages augmente la sensibilité des
animaux a I’infection i.v. par S. aureus, mettant en évidence le rdle fondamental de ces
cellules dans le contrdle de ces infections [249]. Dans un modele d’infection intradermique, la
déplétion des neutrophiles et des cellules monocytaires par injection d’anticorps spécifiques
est associée a une augmentation de la charge bactérienne et au développement de lésions
ulcératives [250]. Le contr6le de I’infection par S. aureus dépend ainsi principalement des
défenses mises en place par les cellules de I’immunité innée. Bien que les neutrophiles et les
macrophages jouent un role important dans le contréle des infections staphylococciques, les
roles respectifs de chacune de ces sous-populations restent mal connus. La déplétion
spécifique des populations monocytaires entraine une augmentation de la mortalité suite a
I’infection par S. aureus, associée a une charge bactérienne plus élevée, comparé aux souris
sauvages [251]. De méme, I’injection de macrophages dans des souris dépourvues de
neutrophiles et macrophages restaure la survie de ces souris a un taux proche de 100% [249].
Ces études suggerent que les monocytes et les macrophages sont des acteurs majeurs dans le
contr6le de I’infection. Les neutrophiles semblent aussi avoir un rdle important dans le
contréle des infections par S. aureus. L’injection de neutrophiles dans des souris dépourvues
de neutrophiles et macrophages augmente la survie des souris a un taux d’environ 25% [249].
En parallele, le rdle crucial des neutrophiles est aussi mis en exergue par la grande sensibilité
des patients neutropéniques a I’infection par S. aureus [252]. L’implication de ces 2
populations cellulaires de I’'immunité innée dans le contréle des infections staphylococciques

est donc incontestable. Nous allons donc nous attacher a décrire I’état actuel des
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connaissances sur les interactions spécifiques entre les cellules de I’immunité innée et S.

aureus.
I1- Les macrophages et S. aureus

1- La reconnaissance de S. aureus par les macrophages

La reconnaissance rapide de S. aureus lors de son entrée dans I’organisme induit une
réponse trés précoce permettant de limiter la dissémination de la bactérie et le développement

d’une maladie infectieuse.

1-1- La reconnaissance des ligands

S. aureus posséde de nombreux PAMPs reconnus par les cellules de I’'immunité dont
les principaux sont les lipoprotéines, I’acide lipoteichoique (LTA) et le peptidoglycane
(PGN). Les récepteurs TLR2 et NOD2 jouent un rble majeur dans la reconnaissance de ces
composants et dans la mise en place des défenses de I’hdte [253].

Parmi les composants de paroi de S. aureus, le LTA et les lipoprotéines sont les
ligands prédominants de TLR2. La liaison du LTA et des lipoprotéines au TLR2 entraine son
hétérodimérisation avec le TLR1 ou le TLR6 selon que les lipoprotéines soient triacylées ou
diacylées, respectivement [254]. De plus, TLR2 est capable d’agir avec d’autres co-récepteurs
facilitant la reconnaissance des PAMPs. Plusieurs études ont montré, dans des monocytes
humains, que la reconnaissance du LTA est facilitée par les corécepteurs CD14 et CD36
associés au TLR2 [255-257]. Le CD36 est un récepteur scavenger qui agit en combinaison
avec I’hétérodimére TLR2/TLR6 pour améliorer la phagocytose et la production de cytokines
en réponse a S. aureus et a ses composants de paroi [254,257]. Par ailleurs, les lipoprotéines

sont aussi des composants importants de S. aureus, capables d’activer NfkB [258,259].

Les mecanismes de reconnaissance du PGN restent encore assez controversés. Une
premiére étude montre que les macrophages de souris déficientes en TLR2 ne sont plus
capables de répondre au PGN de S. aureus [40]. Une autre étude montre cependant que des
monomeres de PGN, issus de préparations de PGN hautement purifié, n’induisent pas de
signaux dépendants de TLR2 dans des cellules murines et humaines, contrairement aux

lipoprotéines et au LTA [14]. Il semblerait donc que I’activation du TLR2 par le PGN soit
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dépendante des lipoprotéines contenues dans la structure macromoléculaire des polymeéres de
PGN.

En effet, le PGN serait plutdét un ligand naturel de NOD2 [14]. Le récepteur NOD2
reconnait la structure minimale du PGN : le muramy! dipeptide (MDP) [14,260]. Des cellules
murines déficientes en NOD2 n’induisent pas la sécrétion de cytokines observée dans les
cellules normales suite a une stimulation avec des monomeres de PGN [14]. De méme, la
déficience en NOD?2 inhibe la réponse au MDP comparée aux cellules murines normales
[261].

Le LTA et le PGN peuvent aussi étre reconnus par les récepteurs lectines liant le
mannose sur les macrophages [262,263]. Cette reconnaissance induit I’activation de la voie
des lectines au cours de laquelle la sous-unité C3b du complément se lie a la surface de S.
aureus et est ensuite reconnue par le CR1 des phagocytes. Le PGN peut aussi activer
directement le systeme du complément par la voie alterne [264]. De plus, I’ADN de S. aureus
peut étre reconnu par les récepteurs TLR7 et TLR9 suite a I’internalisation de la bactérie
[253].

Ainsi, en plus de la reconnaissance directe de la bactérie par les TLR et les NLR, les
macrophages ont aussi la capacité de reconnaitre la bactérie via les opsonines, et méme
parfois par une combinaison des 2 modes de reconnaissance [257,265]. De nombreux

mécanismes, parfois redondants, permettent ainsi la reconnaissance de la bactérie (Figure 27).

Figure 27 : Méthodes de reconnaissance de S. aureus par les macrophages. Adapté de [266].
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1-2- Les voies de signalisation

La reconnaissance de ces ligands par les récepteurs cellulaires conduit a I’activation de
plusieurs voies de signalisation permettant I’induction d’une réponse inflammatoire.
L’engagement et I’activation de TLR2 par des ligands staphylococciques entrainent le
recrutement de TIRAP (TIR domain-containing adapter protein) qui lie le TLR a Myd88
(Myeloid differenciation primary response protein 88) [253]. Myd88 interagit ensuite avec les
sérine-thréonines kinases de la famille IRAK (IL-1 receptor associated kinase) ou active la
PI3K (phosphatidyl inositol-3- kinase) pouvant conduire a I’activation du facteur de
transcription NFkB (nuclear transcription factor) et a I’activation de la voie de signalisation
des MAPK (Mitogen-activated kinase) [253,267,268]. L’activation de la voie des MAPK
conduit a I’activation du facteur de transcription AP-1.

L’activation de NOD2 conduit a son oligomérisation et au recrutement de I’adaptateur
RIP2 (Receptor-interacting protein 2) [202]. Cette association entraine I’activation de
plusieurs cascades de signalisation aboutissant a I’activation des facteurs de transcription NF-
kB et AP-1. La reconnaissance de S. aureus par les récepteurs NOD peut aussi conduire a
I’activation des facteurs de transcription IRF3 et IRF7 (Interferon regulatory factor)
permettant I’expression des genes de I'IFNa et B [202,269]. De méme, la reconnaissance de
I’ADN de S. aureus par les récepteurs TLR7 et TLR9 conduit a I’activation du facteur de
transcription IRF7 via les voies de signalisation dépendantes de Myd88 [253].

L’ activation du récepteur scavenger CD36 meéne a I’activation de la voie PI3K
conduisant a la polymérisation de I’actine et au remodelage cellulaire permettant la
phagocytose, mais aussi a I’activation du facteur de transcription NfkB [267].

La reconnaissance par les récepteurs lectines liant le mannose implique principalement
I’activation de la PKC (Protein kinase C) qui semble conduire a la phagocytose et a
'activation de NFkB [270].

Les récepteurs au complément C5a utilisent les voies de signalisation PKC et PI3K
menant a I'initiation de la voie des MAPK [271].

L’activation du récepteur CR1 conduit a I'activation de la PKC [271].

L’activation de NF-kB, AP-1 et IRF permet la transcription et la synthese d’une
grande variété de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines qui participent a la réponse

inflammatoire et au recrutement leucocytaire consécutif a I’arrivée de S. aureus.
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1-3- Eléments essentiels a la reconnaissance de S. aureus

La reconnaissance de S. aureus est cruciale dans la mise en place de la réponse
inflammatoire et participe ainsi au contréle de I’infection. L absence de TLR2 a été associee a
I’augmentation de la sensibilité de I’héte a I’infection par voie i.v. ou i.p. [272,273]. En effet,
ces études montrent que des souris déficientes en TLR2 ont une mortalité fortement
augmentée. De méme, une déficience d’un composant des voies de signalisation de TLR2
augmente la sensibilité de I’h6te a I’infection par S. aureus. Ainsi, des souris Myd88 -/- ont
une mortalité plus importante que les souris sauvages suite a I’infection i.v. par S. aureus
[272]. Ces déficiences pour TLR2 ou Myd88 sont associées a une nette diminution de la
production de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages [265,272]. La charge
bactérienne permet aussi de rendre compte de I’importance de cette voie de signalisation lors
d’infection i.v. par S. aureus : des souris Myd88-/- ou IRAK1 -/- montrent des charges
bactériennes plus élevées dans le sang et les reins comparées aux souris sauvages [272,274].
Wardenburg et al (2006) ont montré que des souches de S. aureus dépourvues de
lipoprotéines échappent a la reconnaissance par les cellules de PI'immunité et sont
responsables d’infections létales [275]. La reconnaissance des lipoprotéines par TLR2 joue
ainsi un réle crucial dans les mécanismes de défense de I’hote. En transmettant le signal pro-
inflammatoire en réponse aux composants de S. aureus, TLR2 participe au contréle précoce
de la dissémination de la bactérie.

En plus de la signalisation initiée par les TLRs, les récepteurs NOD sont aussi
importants pour la réactivité des macrophages vis a vis de S. aureus [265,273]. Des souris
déficientes pour NOD2 présentent un défaut de clairance bactérienne apres une infection
sous-cutanée ou intrapéritonéale par S. aureus, associée a des Iésions ulcératives exacerbées
[273,276].

L’activation des récepteurs TLR et NLR par les composants de surface de S. aureus
participe également au recrutement leucocytaire associé a I’infection [262]. 1l a été montré
gu’en réponse au PGN ou a S. aureus, le recrutement de neutrophiles dans la cavité
péritonéale est partiellement dépendant de TLR2 [277]. De méme, le LTA et le PGN agissent
de maniére synergique pour induire le recrutement de neutrophiles dans les poumons [42]. Le
PGN peut aussi entrainer la formation du C5a permettant le recrutement additionnel de
leucocytes au site infectieux [264].

La reconnaissance de ces ligands bactériens par les macrophages induit I’activation de

facteurs de transcription et la synthese de cytokines impliquées dans I’initiation de la réponse
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inflammatoire. 1l ne faut cependant pas exclure que d’autres mécanismes entrent en jeu dans
I’induction de la réponse inflammatoire contre S. aureus (Figure 28). Bien que TLR2 et
NOD?2 soient des acteurs majeurs dans la reconnaissance de S. aureus, cette bactérie possede
aussi de nombreuses toxines ciblant les macrophages et capables de moduler la mise en place

des réponses de I’hote. Le role de ces toxines sera détaillé plus loin dans le manuscrit.

Figure 28 : Interaction des composants staphylococciques avec les récepteurs des cellules immunitaires
permettant d’induire une réponse immunitaire. [43]

(fpr : formylated peptide receptor ; PGRP-L : peptidoglycan recognition protein L)

2- la phagocytose

La phagocytose de S. aureus induite par la liaison du CD36, un récepteur scavenger de
classe B, joue un réle majeur dans le contréle de I’infection [278]. En effet, chez des souris
déficientes en CD36, on observe une bactériémie sévére et la formation d’abces tissulaires,
associées a un défaut de réponse cytokinique et de phagocytose. Ces souris ont une survie
diminuée suite a I’infection i.v. par S. aureus comparées aux souris sauvages. En revanche, le
récepteur scavenger de classe A ne semble pas impliqué dans la phagocytose de S. aureus
[279]. Par ailleurs, la phagocytose de S. aureus et la dégradation de la paroi cellulaire par le
lysozyme sont fonctionnellement couplées a I’activation de I’inflammasome NLRP3 et a la

sécretion d’IL-1B qui joue un réle crucial dans les infections par S. aureus [280]. L activation
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de I’'inflammasome NLRP3 par S. aureus conduit a I’activation de la caspase-1 et entraine son
accumulation dans le phagosome. Ce mécanisme contribue a I’acidification du phagosome en
régulant la NADPH oxidase [281]. La phagocytose et la détection intracellulaire contribuent
ainsi a I’initiation de la réponse contre S. aureus [265,278]. En effet, I’inhibition de la
phagocytose par la cytochalasine D dans des macrophages péritonéaux murins TLR2-/-
diminue la sécrétion des cytokines TNFa, IL-10 et IL-6 suite a une stimulation par S. aureus
tuée par la chaleur, comparés aux macrophages TLR2-/- sans cytochalasine D [265]. S. aureus
est également capable de former des biofilms qui limitent la phagocytose et atténuent les
réponses pro-inflammatoires de I’hote, permettant sa persistance [282]. S. aureus possede

d’autres nombreuses stratégies pour inhiber sa phagocytose qui seront détaillées plus bas.

3- La réponse inflammatoire

La reconnaissance des différents ligands de S. aureus méne a la production d’une
cascade de cytokines, de chimiokines et d’alarmines permettant I’activation, la mobilisation et
le recrutement des cellules inflammatoires.

Les réponses de I’h6te lors d’une infection par S. aureus ou suite a une stimulation par
ses composants impliquent la sécrétion d’une grande variété de cytokines pro-inflammatoires.
Quelque soit le site d’inoculation, sous-cutané [283-287], intraveineux [248,251,288], intra-
péritonéal [273,289,290] ou intranasal [48], on observe une augmentation de I’expression de
cytokines telles que I’lIL-1, I’IL-6 et le TNFa, de chimiokines telles que CXCL1, CXCL2 (ou
IL-8) et de facteurs de croissance tels que G-CSF [43,262]. Ces médiateurs pro-
inflammatoires sont les acteurs de I’orchestration de la réponse a I’infection.

Le TNFo améliore I’activité bactéricide des neutrophiles permettant I’élimination de S.
aureus [291]. Il permet d’augmenter les récepteurs CR3 et CR4 favorisant la reconnaissance
de la bactérie opsonisée et augmente la production de HOCI par les neutrophiles [291,292].
L’injection d’anticorps anti-TNFo entraine la mort des souris suite a une infection i.v. par S.
aureus normalement non létale dans les souris non traitées, suggérant un role protecteur du
TNFa [293].

Dans un modele de kératite induite par S. aureus, des souris déficientes en IL-6
développent une pathologie sévere et une augmentation du nombre de neutrophiles et de
bactéries [294]. Cette étude suggére ainsi un rdle régulateur important de I’lL-6 dans la
modulation des réponses inflammatoires excessives et dans le controle de la prolifération

bactérienne.
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Cependant, si ces 2 cytokines sont sécrétées en quantité trop élevée, elles peuvent
participer a une issue fatale dans les infections a S. aureus [293,295].

Le G-CSF favorise la production des neutrophiles, permet de mobiliser les cellules
souches hématopoiétiques de la moelle osseuse vers le sang et prolonge la survie des
neutrophiles [296]. Le traitement par du G-CSF semble améliorer la résolution des infections
des plaies a S. aureus en favorisant le recrutement neutrophilique dans des souris agees qui
présentent une faible accumulation de neutrophiles comparées aux souris jeunes plus
résistantes [297]. Ces souris traitées au G-CSF présentent une charge bactérienne plus faible
et une diminution de la taille des plaies comparées aux souris non traitées.

Il semblerait que les principaux producteurs de ces médiateurs pro-inflammatoires
soient les macrophages [48,96,257,265,275,284,298,299]. En effet, Abtin et al. (2014)
montrent in vivo, dans un modele d’infection sous-cutanée par S. aureus, que les macrophages
sont la source majeure des chimiokines CXCL1, CXCL2, CCL2, CCL3, CCL4 et de la
cytokine IL-1B impliquées directement ou indirectement dans le recrutement des leucocytes
[284]. De méme, Perret et al. (2012) montrent que I’activation du macrophage alvéolaire
humains par des toxines de S. aureus conduit a la libération d’IL-1p [96]. Celle-ci stimule la
production par les cellules épithéliales d’IL-8 et de CCL2, impliquées dans le recrutement
leucocytaire. De plus, plusieurs études ont montré que I’IL-1p, sécrétée initialement par les
macrophages, est une cytokine pro-inflammatoire centrale dans I’initiation de la réponse
contre S. aureus et indirectement dans le recrutement neutrophilique [96,274,287,299—
301]. Ces résultats démontrent ainsi que les macrophages activés sont les orchestrateurs clés
de la réponse inflammatoire.

En plus de I’ensemble de ces cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, les
réponses de I’hdte a I’infection par S. aureus impliquent la production d’alarmines. En effet,
dans un modeéle murin d’infection intra-articulaire, I’injection de S. aureus déclenche
I’expression des défensines $ (MBD), telles que MBD-2, -3 et -4 [302]. Les analogues
humains HBD-1, -2 et -3 sont sécrétés par les kératinocytes humains stimulés par S. aureus
[303]. HBD-1 et -2 semblent moins bactéricides que HBD-3 contre S. aureus [303,304]. De
méme, les défensines a et les cathélicidines LL-37 et ALL-38 humaines ont une activité anti-
microbienne sur S. aureus [304]. De plus, la stimulation avec des toxines de S. aureus induit
la production de I’alarmine HMGB1 (High motility group box 1) dans des lignees cellulaires
humaines et dans les macrophages péritonéaux murins [298]. Cette alarmine a une activité
chimiotactique sur les leucocytes. Ces alarmines produites lors de I’infection par S. aureus

semblent ainsi participer aux défenses de I’hote.
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Ainsi, lors des étapes précoces de I’infection par S. aureus, les macrophages actives
libérent de nombreuses alarmines, des cytokines telles que le TNFa, I’IL-6 et I’IL-1f, mais
aussi de nombreuses chimiokines CXC et CC permettant le recrutement des leucocytes qui est
amplifié par le G-CSF qui stimulent les cellules précurseurs de la moelle osseuse
[182,228,230,262,305].

I11- Le recrutement leucocytaire

1- Les neutrophiles

Parmi les acteurs clés de I'immunité innée, les neutrophiles semblent également jouer
un réle fondamental dans le contréle des infections a S. aureus [306]. Les neutrophiles ont
une fonction primordiale dans I’élimination de la bactérie. Ils possedent en effet une forte
activité de phagocytose couplée a la libération de nombreux peptides anti-microbiens dans les
vacuoles phagocytaires. Le rble des neutrophiles dans le contrble de S. aureus est mis en
évidence chez les patients souffrant d’une neutropénie chronique qui présentent une plus
grande sensibilité a I’infection [252]. De méme, les maladies qui impactent la fonction
normale des PMN, telles que la maladie granulomatose chronique et le déficit d’adhésion des
leucocytes, prédisposent I’individu a de séveres infections par S. aureus [307,308].

En effet, suite a une stimulation par S. aureus ou ses composés, les neutrophiles sont
rapidement recrutés au site infectieux via les chimiokines produites par les cellules résidentes
[48,248,262,284-287,300,309-311]. La reconnaissance de S. aureus par les neutrophiles
recrutés se fait principalement par le biais des opsonines. Cette reconnaissance permet la
phagocytose rapide et I’élimination de la bactérie [291]. Les récepteurs majoritairement
impligqués sont donc les CR et FcR. Cependant, la signalisation via TLR2, bien qu’elle
n’induise pas la phagocytose, est aussi nécessaire pour une élimination efficace de S. aureus
car elle entraine I’augmentation de I’activitt NADPH oxidase [312]. La stimulation des
neutrophiles murins et humains par S. aureus ou ses composants induit la libération de
chimiokines et cytokines telles que IL-1b, TNFa, IL6, CXCL1, CXCL2 (ou IL8), CCL2 et
CCL3[286,313,314].

Plusieurs études dans des modeles animaux confirment I’importance des neutrophiles
dans les infections par S. aureus [250,288]. La déplétion totale ou I’inhibition du recrutement
des neutrophiles augmente fortement la mortalité des animaux infectés par voie intraveineuse

ou intra-péritonéale [248,310]. Cependant, méme si il est classiquement admis que les
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neutrophiles jouent un réle prépondérant lors d’une infection par S. aureus, leur contribution
reste paradoxale. Une déplétion partielle des neutrophiles ou une altération de leur
recrutement améliore a la fois la clairance bactérienne et la survie des animaux infectés, que
I”infection soit par voie intra-péritonéale ou cutanée [285,310]. Par ailleurs, une augmentation
du recrutement des neutrophiles augmente la sensibilité a I’infection par voie i.p. ou cutanée
par S. aureus [285,310]. En effet, les neutrophiles peuvent aussi causer des dommages
tissulaires en libérant les produits toxiques contenus dans leurs granules, et contribuer a
I’inflammation [306]. Gresham et ses collaborateurs (2000) ont aussi montré que les
neutrophiles isolés au site infectieux contiennent des bactéries intracellulaires viables et que
ces neutrophiles infectés sont suffisants pour infecter un animal naif [310]. La survie de S.
aureus a I’intérieur des neutrophiles contribue donc aussi a I’infection. Ces études suggerent
ainsi qu‘un recrutement excessif ou incontr6lé de neutrophiles peut faciliter I’infection et la
persistance de [I’inflammation. La contribution des neutrophiles est donc délicate a
appréhender. D’un cété, ils peuvent jouer un réle protecteur en éliminant la bactérie et en
participant au contréle de I’infection. A I’opposé, ils peuvent jouer un réle délétére suite a un
recrutement inapproprié en favorisant la survie intracellulaire de S. aureus, et en provoquant

des dommages tissulaires par la libération de produits toxiques.

2- Les monocytes

Lors d’une infection par S. aureus, I’influx des granulocytes est ensuite suivi par le
recrutement de monocytes inflammatoires [277,286,315]. Des patients avec une infection
invasive par S. aureus montrent une expansion significative des monocytes circulants et
inflammatoires dans le sang [311]. Lors d’une stimulation de cellules humaines par S. aureus,
les auteurs montrent que ce recrutement de monocytes est principalement dépendent de CCL2
(MCP-1) [315]. La stimulation de cellules endothéliales humaines par S. aureus, de méme que
par I’IL-1B, induit la production de CCL2 qui déclenche le recrutement de monocytes. Ce
recrutement est inhibé avec des anticorps bloquant le CCL2. Cependant, peu d’études ont
caractérisé le role des monocytes dans les infections par S. aureus. Il a été montré que la
reconnaissance de S. aureus par les monocytes sanguins humains induit la sécrétion d’un
panel de chimiokines telles que IL-8, CCL2, CCL3 et CCL4, permettant le recrutement de
nouveaux leucocytes [41]. En plus de ces chimiokines, la stimulation de monocytes sanguins
humains avec S. aureus, du LTA ou du PGN induit la production de TNFa, IL-1b, IL-6, IL-10
et IL-12 [41,43,316]. Par ailleurs, les PBMC (Peripheral blood mononuclear cell) de patients
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avec une infection a S. aureus sur-expriment les genes de I’immunité innée et régulent
négativement les genes de I’'immunité adaptative [311]. Il semblerait que les monocytes
inflammatoires soient responsables de la régulation positive de I’expression des géenes des
neutrophiles, tels que ceux induisant les défensines, les lactoferrines et I’élastase. En parallele,
I’infection par S. aureus augmente les molécules d’adhésion sur I’endothélium permettant une
adhésion forte des monocytes et leur extravasation dans le tissu infecté [317,318]. Une fois
sur le site infectieux, les monocytes inflammatoires vont se différencier en macrophages

[182], et vont coopérer avec les neutrophiles pour éliminer la bactérie.

3- Coopération entre les neutrophiles et les macrophages

L’élimination de la bactérie nécessite une étroite collaboration entre les macrophages
et les neutrophiles. Cette coopération est un systeme complexe impliquant une interaction
bilatérale entre les neutrophiles et les macrophages. D’une part, ces deux populations
cellulaires vont coopérer pour induire I’amplification du recrutement leucocytaire, entrainant
une accumulation de macrophages et de neutrophiles au site infectieux [300,306,319]. D’autre
part, les neutrophiles vont avoir la capacité de modifier le phénotype des macrophages selon
les produits solubles qu’ils sécrétent [309,319-324]. Ses produits solubles vont entrainer la
polarisation des macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire M1 ou anti-inflammatoire
M2. L’état de polarisation du macrophage semble avoir une influence majeure sur la
résolution de I’inflammation ou la persistance de I’infection a S. aureus [249,309,325]. Ces
études montrent que, lors d’une infection par voie intraveineuse ou intradermique par SARM,
une polarisation des macrophages vers le phénotype M1 permet d’augmenter les défenses
immunitaires de I’hdte. L’orientation directe vers un phénotype M2 ne permet pas aux
macrophages de contrdler I’infection. La résolution de I’inflammation s’opere lorsque les
neutrophiles rentrent en apoptose et sont ensuite dégradés par les macrophages [245,306].
L’efferocytose des neutrophiles permet d’éviter la nécrose secondaire et la libération des
granules toxiques des neutrophiles [243,319,326]. De plus, cette efferocytose oriente le
macrophages vers un phénotype M2 [241,245,306]. Ces macrophages polarisés M2 vont
sécretés des cytokines anti-inflammatoires telles que I’lL-10 et le TGFb qui participe a la
résolution de I’inflammation et qui favorise la réparation tissulaire. Cependant, dans certains
cas, 15-50% de I’inoculum initial de S. aureus ingéré par les neutrophiles ont la capacité de
survivre dans le phagosome [310,324]. La survie de la bactérie dans les neutrophiles semble

associée a une inhibition de I’efferocytose par les macrophages et favorise la lyse des
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neutrophiles par un programme de mort cellulaire proche de la nécrose [324]. De plus, ces
neutrophiles, en limitant I’efferocytose, altérent le phénotype des macrophages et semblent
participer a la pathogenese de S. aureus.

Ainsi, le contrdle de I’infection serait dépendant de I’étroite collaboration entre les
cellules de I’immunité avec une régulation adéquate du phénotype des macrophages par les

neutrophiles dans le temps.

IV- Le détournement de I’immunité innée par S. aureus

Lors de son arrivée dans I’organisme, la bactérie est confrontée a un arsenal de
mécanismes de défenses innées de I’héte. Pour pouvoir persister, S. aureus a du développer de
nombreuses stratégies pour moduler les réponses immunitaires innées de I’héte et limiter ainsi
la clairance bactérienne. Cette bactérie utilise une variété de protéines pour détourner les
effets antimicrobiens de I’immunité innée. Ces protéines agissent sur le systéme du
complément, sur des récepteurs cellulaires exprimés par les cellules monocytaires ou

granulocytaires et sur les alarmines [264].

1- Inhibition du systéme du complément

Les bactéries a Gram positif, incluant S. aureus, sont généralement résistantes au
complexe d’attaqgue membranaire induit par le C5b grace a leur épaisse paroi de
peptidoglycane. De plus, plusieurs protéines de S. aureus sont capables d’inhiber les
différentes voies d’activation du complément selon plusieurs mécanismes. Lee et al. (2004)
ont montré que la protéine de liaison au fibrinogéne (Efb) sécrétée par S. aureus est un
inhibiteur de plusieurs voies d’activation du complément [327]. Cette protéine se lie au C3 qui
est un composant crucial de la cascade du complément: C3 joue non seulement un role
d’opsonine, mais est aussi le lien commun des trois voies d’activation du complément (voie
classique, voie alterne et voie des lectines). La liaison de Efb avec C3 bloque I’activation des
voies classiques et alternes inhibant ainsi la phagocytose associée a I’opsonisation de la
bactérie et I’activité du complément. Par ailleurs, une autre protéine sécrétée par S. aureus est
aussi capable d’inhiber le complément: SCIN (Staphylococcal complement inhibitor). SCIN
bloque I’activité C3b convertase, réduisant le dépdt d’opsonine C3b sur S. aureus, diminuant

I’ingestion et I’élimination par les neutrophiles, et inhibant la production de C5a [328]. De
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plus, le plasmine, formé par la conversion du plasminogene par la staphylokinase (SAK) de S.

aureus, induit le clivage de C3b, diminuant aussi la phagocytose par les neutrophiles [329].

2- Induction de la mort des cellules

En plus des protéines inhibant les voies d’activation du complément, S. aureus sécréte
de nombreux facteurs permettant d’échapper aux phagocytes. S. aureus produit de
nombreuses toxines ciblant les macrophages résidents. Parmi ces exotoxines, on retrouve les
toxines formant des pores (PFT: a-hémolysine et leucocidines a 2 composants: v-
hémolysine, PVL, LUKED et lukAB), la B-hémolysine et la moduline phénol soluble (PSM)
(Staali, 1998 ; Vandenesch, 2012 ; Yoong, 2013). L’a-hémolysine, qui joue un rble majeur
dans les infections a S. aureus, a été bien décrite. Elle induit la lyse d’une variété de cellules
de I’héte incluant les cellules endothéliales, les monocytes/macrophages, les neutrophiles, les
kératinocytes, les érythrocytes et les lymphocytes T [330]. Il est bien établi que I'a-
hémolysine induit une mort cellulaire nécrotique pro-inflammatoire des macrophages et des
kératinocytes [87,284,298,331-334]. Ce ciblage spécifique se fait grace a la fixation de I’a-
hémolysine sur le récepteur ADAM-10, présent principalement sur les cellules épithéliales et
les macrophages [284,335]. L’interaction de la toxine avec son récepteur entraine la formation
de pores dans la membrane plasmique et modifie les flux de protons [81,82]. Cette
perturbation des flux, en combinaison avec la reconnaissance des PAMPs de S. aureus ou de
signaux de danger, induit I’activation de I’inflammasome NLRP3 (nucleotide-binding domain
adn leucine-rich repeat protein 3), un complexe multiprotéique cytoplasmique [298,332].
L’inflammasome NLRP3 est constitué d’une protéine NLR (NLRP3, aussi connu sous le nom
de cryopyrine ou NALP3), d’au moins une protéine adaptatrice (ASC : apoptosis-associated
speck protein with a caspase activation and recruitment domain) et de pro-caspase-1 [203].
L’assemblage de I’inflammasome conduit a I’activation de la caspase-1 qui permet le clivage
de la pro-IL1p et de la pro-IL18 et la libération des cytokines matures correspondantes
(Figure 29).
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Figure 29 : Les voies d’activation de I’inflammasome NLRP3. [336]

L’activation de la caspase-1 requiert deux signaux. Le signal 1 est représenté par des produits microbiens ou des
cytokines endogénes et est requis pour la régulation positive de NLRP3 et de pro-1L1p. Le signal 2 active
Iinflammasome NRLP3. L activation par S. aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae et
Vibrio cholere est médiée par les toxines formant des pores. De plus, d’autres toxines bactériennes peuvent
induire I’activation de I’inflammasome NLRP3, telle que la toxine du Cholera (CT) ; Candida albicans induit
I’activation de I’inflammasome NRLP3 via la kinase Syk. Le virus Influenza peut induire I’activation de
I’inflammasome NLRP3 via des mécanismes encore controversés. L’ARN bactérien cytosolique a été reporté a

induire I’activation de I’inflammasome NLRP3.

Il a été montré que I’activation de la caspase-1, directement liée a I’assemblage de
I’inflammasome, est capable d’induire une forme de mort cellulaire programmée pro-
inflammatoire appelé pyroptose [95,281,298,332,337,338]. La caspase-1 induit le clivage de
I”’ADN chromosomique et la lyse cellulaire avec la libération du contenu cytoplasmique, riche

en facteurs pro-inflammatoires [298,339]( Figure 30).
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Figure 30 : Les mécanismes de la pyroptose. Adapté de [339].

La caspase-1 est clivée et activée en réponse a de nombreux stimuli, et notamment par I’inflammasome. Une fois
activée, la caspase-1 résulte en un programme de mort cellulaire conservé appelé pyroptose. L’activation de la
caspase-1 mene a la formation rapide de pores dans la membrane plasmique avec un diameétre de 1,1 a 2,4 nm.

Ces pores perturbent les gradients ioniques cellulaires, permettant I’influx d’eau, le gonflement de la cellule et la

lyse osmotique. Les formes pro-IL-1p et IL-18 sont clivées par la caspase-1 et libérées lors de la pyroptose, bien

que le mécanisme de sécrétion reste controversé. La sécrétion ne requiert pas la lyse et est temporellement
associée avec la formation de pores dépendante de la caspase-1, ce qui suggere que ces pores facilitent la
libération de cytokines. D’autres études suggerent que les mécanismes de sécrétion inclus I’exocytose des
lysosomes indépendant de la caspase-1 et la perte des microvésicules. L activité de la caspase-1 résulte en un
clivage de I’ADN chromosomal par une endonucléase. Le clivage de I’ADN ne résulte pas en des fragments
oligonucléosomaux comme observé lors de I’apoptose. La condensation nucléaire est alors observée mais

I”intégrité nucléaire est maintenue, a I’inverse de la fragmentation nucléaire observée lors de I’apoptose.

En plus de I’a-hémolysine, les cellules immunitaires peuvent aussi étre lysées par
d’autres toxines de S. aureus [95,306,340,341]. Les monocytes/macrophages sont aussi
sensibles a la PVL [342], par un mécanisme proche de I’a-hémolysine, aux PSMs [343] et
aux leucotoxines lukAB [100]. Les toxines de S. aureus entrainant la lyse des neutrophiles
regroupent la PVL [342,344], les PSM [343], la leucotoxine IUKED [98,99] et la leukotoxines
lukAB [100]. La PVL semble induire la mort des neutrophiles par apoptose ou par nécrose
selon la concentration en PVL [344]. Cependant, les mécanismes de mort cellulaire via ces

toxines ne sont pas encore parfaitement décrits.
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Ainsi, la sécrétion de ces toxines permet a S. aureus d’éliminer les cellules requises
pour la mise en place d’une réponse immunitaire, et la majorité d’entre elles contribuent a la

pathogenése de I’infection a S. aureus [95,112,345].

3- Inhibition du recrutement leucocytaire

Lors de son arrivée dans I’organisme, la bactérie développe tres rapidement des
stratégies pour limiter la chimiotaxie induite par la réponse inflammatoire. Les leucocytes
sont attirés au site de I’inflammation via des facteurs chimiotactiques produits localement. Les
premiers facteurs chimiotactique identifiés sont les peptides formylés [346]. Parmi ces
peptides, le tripeptide formyl-Met-Leu-Phe formylé (fMLP) est libéré par les mitochondries
en réponse au dommage tissulaire, mais peut aussi étre d’origine exogene, dérivé des
protéines bactériennes [347]. Le fMLP dérivé de S. aureus est un puissant chimioattractant
des neutrophiles et induit la production de superoxyde par ces cellules [348]. Ce peptide
formylé réagit avec des récepteurs spécifiques sur les phagocytes. Veldkamp et ses
collaborateurs (2000) ont mis en évidence que le surnageant de S. aureus régule négativement
les récepteurs fMLP sur les neutrophiles, altérant ainsi la chimiotaxie des neutrophiles au site
infectieux [349]. En 2004, De haas et ses collaborateurs identifient la protéine CHIPS
(Chemotaxy inhibitory protein of S. aureus) sécrétée par S. aureus qui altere spécifiquement
la réponse des neutrophiles et des monocytes aux peptides formylés [350]. De plus, la
protéine CHIPS se fixe aussi sur le récepteur C5a, inhibant la chimiotaxie des neutrophiles
dépendante de Cba [349,350]. La liaison de CHIPS sur les récepteurs neutrophiliques
empéche ainsi la liaison du ligand et la transduction du signal. Ces mécanismes, parfois
redondants, permettant ainsi de limiter le recrutement des neutrophiles et la destruction de la

bactérie.

4- Echappement a I’élimination par les phagocytes et survie intracellulaire

En plus de I’ensemble de ces détournements, cette bactérie est aussi capable de résister
au processus d’elimination par les phagocytes. La plupart des isolats cliniques de S. aureus
posseédent une capsule polysaccharidique qui permet la protection contre la clairance via les
phagocytes [34]. La composition de la paroi permet aussi a S. aureus d’éviter les attaques de
I’immunité innée en lui conférant une résistance vis-a-vis des peptides antimicrobiens et des

enzymes antibactériennes [210,351-353]. En effet, I’alanylation de I’acide teichoique de la
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paroi de S. aureus permet a la bactérie de résister a I’attaque des peptides antimicrobiens
cationiques contribuant a la virulence de S. aureus [351,354]. De plus, I’auréolysine de S.
aureus clive et inactive la cathelicidine LL-37, un puissant peptide antimicrobien humain
[72]. La O-acyltransferase du PGN de S. aureus est aussi responsable de la grande résistance
de la bactérie aux lysosymes [352]. Par ailleurs, toutes les espéces de S. aureus possédent une
catalase. La catalase inactive le peroxyde d’hydrogeéne et les radicaux libres produits dans les
cellules phagocytaires suite a I’ingestion de la bactérie. De plus, les pigments caroténoides
responsables de I’apparence dorée de S. aureus semblent impliqués dans la résistance aux
oxydants et dans la survie de la bactérie a I’intérieur des neutrophiles [355]. En effet,
plusieurs études ont montré que S. aureus était capable de survivre dans la cellule héte et
d’empécher la lyse cellulaire [356]. S. aureus survit non seulement a la phagocytose des
macrophages et des neutrophiles, mais est aussi capable de persister a I’intérieur de ces
cellules [310,340,357] en s’échappant du phagosome et en se répliquant dans le cytoplasme
[114,357]. Cette bactérie a ainsi la capacité d’envahir les cellules normalement responsables
de sa destruction. S. aureus préserve I’intégrité du macrophage en I’utilisant comme une niche
intracellulaire : il manipule les processus de signalisation et de transcription cellulaire du
macrophage pour favoriser la survie des phagocytes infectés sans destruction de la bactérie
[358,359]. Ces études ont ainsi montré que la phagocytose de S. aureus par les macrophages
exerce un effet cytoprotecteur, qui se manifeste par la régulation positive de facteurs
antiapoptotiques, tels que Bcl-2 et Mcl-1. La lyse du macrophage survient alors seulement 5
jours aprés infection, suite a la réplication de la bactérie dans le cytoplasme [357].

Ces études suggeérent que le détournement de I’apoptose par S. aureus empéche
I’élimination des cellules infectées, permettant ainsi une persistance intracellulaire du

pathogene, sa dissémination par les cellules infectées, et la progression de I’infection.

S. aureus possede ainsi un arsenal de protéines et de toxines permettant d’échapper
aux réponses de I’héte. CHIPS, SCIN, SAK et Efb semblent neutraliser les réponses aigués
cruciales du systéeme immunitaire telles que I’activation du complément, la chimiotaxie et
I’activation des neutrophiles. De plus, S. aureus a la capacité d’induire la mort des cellules
hotes précocement [356,360], mais aussi, a I’inverse, de favoriser I’expression de facteurs
anti-apoptotiques permettant la survie des cellules afin de les utiliser comme niche
intracellulaire. Ces mécanismes contradictoires sont probablement le reflet d’interactions
fines entre S. aureus et le systeme immunitaire. La nature et le nombre de facteurs de

virulence bactériens et le niveau d’activation des effecteurs immunitaires impliqués jouent
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probablement un réle majeur dans I’évolution de I’infection et la capacité de I’organisme

infecté a éliminer la bactérie (Schéma bilan : Figure 31 et 32).

Figure 31 : Mécanismes par lesquels I’interaction entre S. aureus et les leucocytes peut modifier I’issue de
I"infection [341]. La reconnaissance initiale de S. aureus est effectuée principalement par les PRRs (pattern
recognition receptor), TLR-2 et NOD2. La signalisation subséquente mene a la génération de molécule de pro-
survie qui permettent d’activer le neutrophile et de retarder temporairement I’apoptose (1). Les facteurs
extracellulaires bactériens, incluant la PVL et les PSM, ont un effet direct sur le neutrophile, menant a la nécrose
cellulaire (2a). Les neutrophiles intacts phagocytent S. aureus, qui devient confiné dans le phagosome (2b). Le
résultat souhaitable est la mort bactérienne a I’intérieur du phagosome résultant de I’activation des protéases
antimicrobiennes et la génération de stress oxydatif, suivi par I’apoptose de la cellule et la clairance par les
macrophages tissulaires (3a). S. aureus peut détourné ce mécanisme en synthétisant des facteurs de virulence
incluant des protéines lytiques a I’intérieur du phagosome, ce qui cause la rupture a la fois de la membrane
phagosomale et de la membrane plasmique (3b). La bactérie s’échappe alors de la cellule et utilise
potentiellement le contenu cellulaire pour stimuler la réplication. L’accumulation des corps cellulaire contribue a
la formation d’abceés et a I’inflammation, fournissant une niche qui est relativement caché des cellules

immunitaires infiltrantes, permettant la réplication bactérienne et en fin de compte a la dissémination systémique

(4).
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Figure 32 : Schéma bilan des mécanismes possibles de résolution ou de développement de I’infection par S.
aureus. Adapté de [306]. La phagocytose de la bactérie déclenche la production de ROS et la dégranulation,
agissant collectivement pour tuer la bactérie ingérée, suivi par I’apoptose du neutrophile et la clairance par les
macrophage. Cette efferocytose permet la polarisation des macrophages initialement M1 vers un phénotype M2
permettant la résolution de I’infection. Alternativement, les pathogenes bactériens peuvent altérer le neutrophile,
favorisant soit un retard dans I’apoptose du neutrophile ou une lyse du neutrophile accélérée. L altération du

neutrophile facilite la survie du pathogene et favorise I’infection.
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D- Problématique
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S. aureus est un pathogéne bactérien majeur de I’homme et des animaux, responsable
d’une grande variété d’infections. Sa capacité a développer des résistances multiples aux
antibiotiques pose un sérieux probleme de santé publique et limite de plus en plus
fréqguemment les possibilités thérapeutiques. Chez I’Homme, il existe plusieurs facteurs de
prédisposition a I’infection par S. aureus : le portage du staphylocoque, les chirurgies, les
cathétérisations sur de longues durées, certains désordres métaboliques (diabéte) ou encore
immunitaires (neutropénie etc.). Certains de ces facteurs sont explicatifs de I’acquisition
d’infections a I’hépital et s’associent souvent a un état de faiblesse transitoire ou non du
patient. L’étiologie des infections acquises dans la communauté est un sujet encore plus
complexe. En effet, ces infections surviennent chez des individus a priori en bonne santé,
dotés d’un systeme immunitaire efficace et ne présentant pas de facteurs de prédisposition
évidents. Il est alors envisageable que les variations quantitatives ou qualitatives de réponse
immunitaire entre individus contribuent significativement a ces différences de sensibilité.
L’utilisation de différentes lignées de souris consanguines de fonds génétiques différents a
permis de modéliser cette prédisposition génétique a I’infection par S. aureus [248,283,299].
Lors d’infection par voies intraveineuses ou intrapéritonéales, les souris de fond génétique
C57BL/6 sont plus résistantes que les souris de fond génétique A/J, DBA/2 ou BALB/c qui
succombent lors des premiers jours de I’infection et qui présentent des charges bactériennes
plus élevées [248,299]. A I’inverse, les souris BALB/c et DBA/2 sont plus résistantes aux
infections par voie sous-cutanée. Elles présentent des lésions de plus faible extension et une
charge bactérienne moindre que les souris C57BL/6 [283]. Ainsi, la sensibilité a I’infection
par S. aureus varie ainsi selon la génétique de I’hdte mais aussi selon le site d’infection. Par
ailleurs, la découverte dans la souris A/J de facteurs génétiques associés a la sensibilité a
I”infection par S. aureus a permis de mettre en évidence I’implication de 2 génes qui semblent
associés a I’altération de la production de cytokines par les macrophages des souris C57BL/6
et A/J [299]. En effet, par substitutions chromosomiques entre souris DBA/2 et souris
C57BL/6, Ahn et al. ont montré que des loci situés sur les chromosomes 8, 11 et 18
influencaient la sensibilité au sepsis par S. aureus dans les souris A/J [299]. Dans ces loci, 2
genes apparaissent exprimés de facon différentielle entre les souris C57BL/6 et A/J infectées.
Bien que la fonction exacte de ces génes reste inconnue pour I’instant, Ahn et al. ont montré
que I’inactivation de ces genes dans les macrophages diminuait la sécrétion d’IL-1p. Dans une
étude récemment publiée, les auteurs ont identifiés de nouveaux genes associés a la sensibilité
a I’infection par S. aureus. La régulation négative de ces génes dans les macrophages des

souris sensibles est associée a une production cytokinique exacerbée [361].
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Cette variation de sensibilité a S. aureus pourrait donc étre liée a des différences dans
la nature de I’immunité innée mise en place et des cellules qui la compose. En effet, comme
nous I’avons vu, la déplétion des cellules de I’'immunité adaptative ne modifie pas le cours de
I’infection alors que les cellules de I’'immunité innée apparaissent indispensables [248-
250,288]. Les réponses immunitaires innées mises en jeu, dépendantes de la génétique de
I’h6te et du site d’infection, pourraient jouer un rdle important dans le contrdle de ces
infections. De fait, I’analyse approfondie de ces réponses pourrait permettre une meilleure
compréhension des mécanismes associés a cette différence de sensibilité a S. aureus.

Les macrophages résidents, qui sont les premiéres cellules a interagir avec la bactérie,
jouent un rdle clé dans I’initiation de la réponse inflammatoire. La distribution tissulaire et la
capacité a répondre aux signaux du microenvironnement influencent I’activation et la fonction
des macrophages. Ceux-ci, en fonction de leur phénotype, induisent des programmes pro-
inflammatoires (M1) ou anti-inflammatoires (M2) qui modulent I’ensemble de la réponse
immunitaire [215]. Bien que des progrés considérables aient été réalisés via des approches in
vitro sur la polarisation des macrophages dans le cadre des infections bactériennes [168],
I’influence du/des phénotype(s) basal des macrophages résidents sur la nature et I’intensité de
la réponse inflammatoire in vivo lors de ces infections reste a démontrer et a analyser.
Plusieurs études ont analysé I’état de polarisation des macrophages suite a une infection par S.
aureus, in vivo ou in vitro [249,309,325]. Elles montrent qu’un contexte inflammatoire
favorisant une activation alternative des macrophages(M2) est associé a la sensibilité de I’h6te
a I’infection par SARM. Cependant, les modeles utilisés sont trés artificiels car reposant sur
I’utilisation de souris immunodéficientes (SCIDbg) [249,309] présentant un défaut
fonctionnel en cellules T, B et NK, ou des souris BALB/c [325], qui ont subi un traumatisme
thermique. Certes, I’induction de brulures de second et troisieme degré modifie le phénotype
basal des macrophages ce qui semble entrainer d’importantes répercussions sur la sensibilité
intrinséque de ces souris a une infection par S. aureus. Néanmoins, ce modele ne permet pas
d’étudier la dimension génétique de la prédisposition a I’infection

Ainsi, dans un premier temps, nous avons émis I’hypothése qu’en lien avec la
génétique de I’hote, le phénotype basal des macrophages résidents pouvait modifier la nature
de la réponse innée induite par I’infection. L’objectif de ce travail est donc d’évaluer I’impact
du fond génétique de lignées de souris congéniques sur le phénotype des macrophages
résidents et les conséquences fonctionnelles d’une infection par S. aureus. Pour cela, nous

utiliserons deux lignées de souris, ne présentant pas de défauts avérés des compartiments
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monocytaire et granulocytaire, et naturellement sensibles (DBA/2) ou résistantes (C57BL/6)

a I’infection par S. aureus,.

Parallelement a ce premier axe de recherche, il nous semble important d’approfondir la
caractérisation du phénotype basal des populations de macrophages résidents. En raison des
choix méthodologiques réalisés dans ce premier axe de recherche, a savoir une administration
intrapéritonéale de S. aureus, il est logique de s’intéresser a la population de macrophages
résidents de cette cavité. Les méthodes et outils utilisés jusqu’a présent ne permettent pas
d’évaluer la diversité des populations de macrophages résidents au sein d’un méme tissu ni
leur contribution dans le maintien de I’homéostasie tissulaire ou la réponse aux infections.
Dans cette perspective, nous avons développé une méthodologie analytique basée sur
I’isolement des macrophages par cytométrie de flux et couplée a une technologie
microfluidique permettant d’analyser a I’échelle de la cellule unique I’expression d’un panel
de genes associé aux différents états phénotypiques des macrophages résidents et a leur profil
d’activation. Au-dela de la caractérisation des phénotypes, cette approche a également pour
objectif de mettre en évidence les différences et les possible biais entre I’analyse d’expression
de genes a I’échelle de la population cellulaire ou de la cellule unique. Notre hypothese était
que ces méthodes classiques occultent une part importante de la diversité des sous —

populations des macrophages tissulaires.
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Les objectifs de ce travail sont donc :

1- Evaluer le r6le du macrophage résident lors d’une infection par S. aureus.
1-1- Caractériser la réponse inflammatoire mise en place selon la sensibilité de
I’individu.
1-2- Déterminer I’influence du phénotype du macrophage résident sur I’orchestration
de la réponse inflammatoire.

1-3- Evaluer I’impact du phénotype du macrophage sur le devenir de I’infection.

2- Caractériser avec précision le phénotype basal des macrophages résidents :

2-1- Développer une méthode analytique permettant I’étude de I’expression génique
d’une seule cellule, le macrophage résident.

2-2- Définir et comparer les phénotypes de chaque sous population de macrophages
résidents de la cavité péritonéale

2-3- Evaluer les risques de biais analytique associés a I’étude de I’expression a
I’échelle d’une population en comparant les profils d’expression obtenus sur cellules poolées

ou cellules uniques.
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1- Présentation du travail

Les infections par S. aureus représentent un probleme de santé publique majeur
exacerbé par I’augmentation du nombre de souches résistantes aux antibiotiques. Les
mécanismes immunitaires exacts permettant de contrdler I’infection sont encore peu connus,
bien qu’un consensus existe pour admettre que I’immunité innée joue un réle majeur. Les
infections acquises dans la communauté sont difficilement compréhensibles car elles touchent
des individus a priori immunocompétents. Par ailleurs, la variabilité de réponse immunitaire
entre individus lors d’une exposition a S. aureus est probablement associée a un certain
nombre de facteurs génétiques influant sur la prédisposition a I’infection. Afin de modéliser
cette situation et d’en étudier les mécanismes immunologiques sous-jacents, nous avons
utilisé deux lignées de souris présentant une sensibilité différente a I’infection par S. aureus.
L’administration intrapéritonéale d’une dose sublétale de bactéries pour les souris C57BL/6
provoque la mort des souris DBA/2 par sepsis. Cette réponse immunitaire exacerbée des
souris DBA/2 suggére I’existence de défauts d’initiation et/ou de régulation de la réaction
inflammatoire. Afin d’étudier cette hypothese, nous avons comparé la réponse des
macrophages résidents péritonéaux (PerMF) entre ces deux lignées de souris, par une analyse
phénotypique en cytométrie de flux, une analyse génétique par RT-QPCR moyen débit et une
analyse fonctionnelle basée sur la mesure de la sécrétion de cytokines (ELISA Multiplex).
Nos analyses montrent que précocement aprés I’infection, les PerMF enclenchent un
programme de mort cellulaire présentant toutes les caractéristiques de la pyroptose. De fagon
surprenante, la pyroptose survient plus tardivement chez les souris sensibles et cette mort
retardée des PerMF est associée a un moindre contrdle de la charge bactérienne. Pour explorer
les causes de ce phénomeéne, nous avons étudié le phénotype des PerMF résidents a I’état sain
par une analyse d’expression génique. L’analyse de marqueurs spécifiques des macrophages
classiqguement (M1) ou alternativement (M2) activés révéle différents phénotypes entre souris
résistantes et sensibles. Les macrophages des souris DBA/2 semblent polarisés au phénotype
extréme M2, alors que les macrophages des souris C57BL/6 semblent moins orientés vers
I’extrémité de ce continuum d’activation. Suite a I’infection par S. aureus, le programme
d’activation M1 est induit précocement dans les souris C57BL/6 permettant I’induction de la
pyroptose, alors qu’il est plus tardif dans la DBA/2. Ces différentes cinétiques de pyroptose
provoquent une altération majeure du profil de la réponse inflammatoire tant du point de vue
de la sécrétion de cytokines que de la cinétique du recrutement cellulaire et du phénotype des

cellules recrutées. La prise en charge de la bactérie est ainsi modifiée selon les cellules
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présentes au site infectieux. Afin de déterminer I’influence de la cinétique de pyroptose sur le
devenir de I’infection, nous avons traité les souris DBA/2 avec différents inducteurs de
I’inflammasome simultanément a I’infection bactérienne. Le traitement des souris sensibles
par I’ATP ou la Nigéricine augmente artificiellement la pyroptose, diminue le nombre de
médiateurs pro-inflammatoires présents dans la cavité péritonéale, modifie le phénotype des
neutrophiles recrutés et améliore la survie des souris a I’infection par S. aureus. Cette étude
démontre ainsi que, en association avec la génétique de I’héte, I’état basal de polarisation des
macrophages résidents influence directement, via la pyroptose, la réponse inflammatoire

précoce induite par I’infection a S. aureus.

106



Eur. J. Immunol. 2014. 00: 1-13 DOI: 10.1002/eji.201445098

Immunity to infection

Pyroptosis of resident macrophages differentially
orchestrates inflammatory responses to Staphylococcus

aureus in resistant and susceptible mice

Soléne Accarias’?, Geanncarlo Lugo-Villarino*>4, Gilles Foucras*’2,

Olivier Neyrolles>#, Séverine Boullier’>? and Guillaume Tabouret’?

! Université de Toulouse, INP, ENVT, Toulouse, France

2 INRA, IHAP, Toulouse, France

3 Centre National de la Recherche Scientifique, Institut de Pharmacologie et de Biologie
Structurale, Toulouse, France

4 Université de Toulouse, Université Paul Sabatier, Institut de Pharmacologie et de Biologie
Structurale, Toulouse, France

The relationship between Staphylococcus aureus and innate immunity is highly complex
and requires further investigation to be deciphered. i.p. challenge of C57BL/6 and DBA/2
mice, resistant and susceptible to the infection, respectively, resulted in different pat-
terns of cytokine production and neutrophil recruitment. Staphylococcus aureus infec-
tion induced macrophage pyroptosis, an inflammasome-dependent cell death program,
whose rates significantly differed between C57BL/6 and DBA/2 mice. Fast rate pyroptosis
of C57BL/6 macrophages released high levels of IL-1p but limited the synthesis of other
cytokines such as TNF-«, IL-6, CXCL1, and CXCL2. Conversely, the extended survival
of DBA/2 macrophages allowed substantial production of these NF-kB-related cytokines.
Phenotyping of resting macrophages in different mouse strains revealed differential pre-
disposition toward specific macrophage phenotypes that modulate S. aureus-mediated
inflammasome activation. Treatment of DBA/2 susceptible mice with inflammasome
inducers (i.e. nigericin and ATP) artificially increased pyroptosis and lowered the levels
of NF-kB-related inflammatory cytokines, but restored IL-1f to levels similar to those in
C57BL/6 mice. Collectively, this study promotes the concept that, in association with host
genetics, the basal phenotype of resident macrophages influences the early inflammatory
response and possibly participates in S. aureus infection outcome via the inflammasome
pathway and subsequent pyroptosis.
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Additional supporting information may be found in the online version of this article at the
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Introduction

Staphylococcus aureus, a Gram-positive bacterium, is a human
pathogen that causes a wide spectrum of diseases ranging from
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mild cutaneous infections to severe pneumonia or sepsis [1].
Staphylococcus aureus is a leading agent of nosocomial and com-
munity acquired infections, and the emergence of strains resistant
to several antibiotics is considered a great public health concern
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[2]. While hospital-acquired infections can be explained by a tran-
sitory state of immunosuppression in patients, the mechanisms of
community-acquired infections are difficult to understand since
they occur in otherwise healthy people [3-5].

The difference in susceptibility to staphylococcal infections pos-
sibly results from immune variations between individuals. Accord-
ing to this hypothesis, the innate immune response seems to play
a central role in this process as RAG2-IL2Ry~'~ and WT C57BL/6
mice are equally resistant to S. aureus infection [6]. The relation-
ship between host genetics and predisposition to bacterial infec-
tions, including S. aureus infections [6, 7], has been established
using inbred mouse strains from different genetic backgrounds.
Upon systemic injection, whether intravenous or i.p., C57BL/6
mice appear more resistant compared with A/J, DBA/2 or, to a
lesser extent, BALB/c mice, which succumb during the first days
of infection or mount a less robust and efficient immune response.
Furthermore, using chromosome substitution between resistant
and susceptible mouse strains, it was shown that loci on chro-
mosomes 8, 11, and 18 influenced the susceptibility to S. aureus
sepsis in A/J mice. In these loci, two genes, tnfaip8 and seh1l, were
differentially expressed in C57BL/6 and A/J mice upon infection.
Their exclusive knockdown in macrophages resulted in altered
secretion of IL-1f [7], a central proinflammatory cytokine for
S. aureus clearance [8].

Resident macrophages are key sentinels and orchestrators of
the inflammatory response against invading pathogens. Tissue dis-
tribution and capacity to respond to microenvironment signals can
influence the activation and function of macrophages, directing
them into pro- (M1) or anti-inflammatory (M2) polarization pro-
grams that ultimately shape the immune response [9]. How the
phenotype of resident macrophages influences the in vivo inflam-
matory response against bacterial challenge remains to be eluci-
dated. In macrophages, the activation of NLRP3 inflammasome
by S. aureus leads to proinflammatory cytokines secretion like IL-
1B and finely-tuned recruitment of PMNs to the site of infection.
PMNs are central effector cells of host defense against many bacte-
rial infections, and complete PMN deficiency leads to high suscep-
tibility to S. aureus infections [10]. On the other hand, excessive
PMN recruitment to the site of infection reduces mice survival
and correlates with elevated bacterial burden and tissue damage
[11, 121.

In this study, we compared the cellular mechanisms involved
in immunity against S. aureus upon i.p. challenge of C57BL/6
and DBA/2 mice. We identified a difference in early inflamma-
some activation and macrophage survival between the two mouse
strains that may contribute to different outcomes of infection.

Results

Differential susceptibility of C57BL/6 and DBA/2 mice
to i.p. S. aureus infection

In order to characterize the inflammatory response induced by
i.p. S. aureus infection, we first analyzed and compared the local
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cellular composition in C57BL/6 and DBA/2 mice during the
steady state. Quantitative assessments of peritoneal cells (PerCs)
with flow cytometry did not reveal any significant differences in
terms of mean total PerC numbers, or frequency of lymphocyte,
granulocyte, or macrophage populations (Fig. 1A).

As previously reported [6], i.p. administration of a lethal dose
of S. aureus (HGOO1 strain) resulted in the death of DBA/2 mice,
whereas C57BL/6 did not succumb (Fig. 1B).

CFU determination in peritoneal exudates revealed a difference
in local bacterial clearance. Bacterial load at 2 h p.i. was higher in
DBA/2 mice compared with C57BL/6 (Fig. 1C). Interestingly, in
C57BL/6, the strong decrease (2 logs) in CFU numbers observed
2 h p.i. was concomitant with a faster and enhanced local recruit-
ment of PMNs (Fig. 1D). However, the peak of PMN recruitment
was reached in both mouse strains by 4 h p.i. and to a similar
intensity between resistant and susceptible mice (Fig. 1D). Taken
together, these data confirmed the reported differential suscep-
tibility of these two mouse strains and suggested a difference in
orchestration of early inflammatory response in these mice.

Distinct patterns of inflammatory cytokines
production between resistant and susceptible mice

The different kinetics of PMN recruitment suggested pos-
sible discrepancies in the production of inflammatory
cytokines/chemokines between the two mouse strains. Mul-
tiplexed ELISA quantifications revealed two highly different
patterns of secretion induced by S. aureus infection (Fig. 2A). In
C57BL/6, IL-1p release was detected earlier and reached higher
levels (p < 0.05) than in DBA/2 at 4 h p.i. In contrast, production
of NF-kB-related cytokines/chemokines, including TNF-a, IL-6,
CXCL1, and CXCL2, was significantly increased in DBA/2 mice
compared with C57BL/6 mice. Of note, a peak in IL-10 levels was
detected in DBA/2 mice 4 h p.i. (Fig. 2A). The enhanced recruit-
ment of C57BL/6 PMNs was not consistent with the low levels
of CXC chemokines measured from peritoneal exudates at that
time. Yet, in vitro chemotaxis assay performed with naive PMNs
from both strains confirmed that peritoneal exudates collected
from C57BL/6 30 min p.i. possessed higher chemotactic activity
compared with those collected from DBA/2 (Fig. 2B; p < 0.05).
However, this difference no longer existed at later time points,
i.e. at 2 h p.i. This result was in line with increased secretion
of CXCL1 or CXCL2 in DBA/2 mice (Fig. 2A). Collectively, the
different dynamics of PMN recruitment and contrasting secretion
patterns of proinflammatory cytokines prompted us to investigate
the activity of resident peritoneal macrophages (PerMFs).

Staphylococcus aureus triggers pyroptosis of PerMFs at
different rates according to genetic background

As resident macrophages are sentinel cells dedicated to the sens-
ing of invading microbes and orchestration of the inflammatory
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response [13], we investigated their fate in the two mouse strains
following S. aureus inoculation.

Shortly after i.p. challenge, flow cytometry analysis revealed a
time-dependent decrease in F4/80"¢"CD11b"eh PerMFs (Fig. 3A
and B). Surprisingly, PerMF numbers dramatically declined in
C57BL/6 compared with DBA/2 mice. As early as 30 min p.i,,
we observed a 70% decrease in the number of PerMFs in
C57BL/6 mice compared with the unchanged levels in DBA/2 mice
(p < 0.001). A complete drop in the number of PerMFs was
observed in both mouse strains from 2 h p.i. (Fig. 3B). PerMFs from
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Figure 1. DBA/2 mice are susceptible to S. aureus
infection. (A) Comparative flow cytometry analy-
sis of the numbers of peritoneal cells populations
between C57BL/6 and DBA/2 at steady state (lym-
phocytes: CD45R/B220*CD3¢*CD49b*; macrophages:
CD115%F4/80*CD11b"; PMN: Ly6G*CD11b"). Data are
shown as mean + SD, n = 6 mice per strain, pooled
from two independent experiments. (B) Survival curve
of C57BL/6 and DBA/2 mice upon i.p. infection with 2 x
108 CFU/mouse of S. aureus. Data are shown as mean
survival, n = 12 mice per strain, pooled from three
independent experiments. *p < 0.01 (log rank test).
(C and D) C57BL/6 and DBA/2 mice were i.p. infected
with 108 CFU/mouse of S. aureus. (C) Bacterial loads in
peritoneal exudates were determined by CFU method
at1, 2, 4, and 12 h after inoculation. Each symbol rep-
resents a single animal, n = 5 mice per strain at 1 and
12 h p.i.,, n =4 mice per strain at 2 h p.i. and n = 6 mice
per strain at 4 h p.i. *p < 0.01; **p < 0.001 (Student’s
t-test). (D) PMN (Ly6G*CD11b*) numbersisolated from
the peritoneal cavity were quantified by flow cytom-
etry at 0, 0.5, 1, 2, 4, and 12 h p.i. Data are shown
as mean + SD, n = 6 mice per time point and per
mouse strain, pooled from two independent experi-
ments. **p < 0.001 (Student’s t-test).

C57BL/6 mice died early on upon S. aureus challenge (Fig. 3C and
D) as more than 22% of PerMFs were positive for Annexin-V and
ethidium bromide (EtBr) by 30 min p.i., reaching 52% 1 h p.i. By
contrast, we observed a delay in the death of PerMFs in DBA/2
mice, in which less than 12% were AnnexinV*>EtBr’* at 30
min p.i. (Fig. 3D, p < 0.05). Importantly, the AnnexinV"**EtBr’°s
PerMFs were not permeable to 7-AAD, indicating the absence of
large pores in the cell membrane (Supporting Information Fig.
2A). Consistent with the earlier death of resident PerMFs, peri-
toneal exudates collected from C57BL/6 presented higher levels

Figure 2. Genetic background modu-
lates local secretion of inflammatory
cytokines induced by S. aureus infec-
tion. (A) Cytokines CXCL1, CXCL2,
TNF-+, IL-6, IL-10, and IL-18 were
quantified by multiplex ELISA at O,
0.5, 1, and 4 h p.i. in peritoneal
exudates collected from C57BL/6 and
DBA/2 mice ip. infected with 10°
CFU/mice of S. aureus. Data are shown
as mean + SD, n = 6 per time
point and per strain, pooled from two
independent experiments. *p < 0.05;
*p < 0.01; ™ p < 0.001 (Student’s
t-test). (B) Chemotactic activity of
peritoneal exudates collected from
C57BL/6 and DBA/2 mice at 0.5 and 2
h p.i. Naive autologous PMN was iso-
lated from BM and assayed in a tran-
swell chemotaxis assay. Total num-
bers of PMN migrating in the lower
chamber (after 30-min incubation)
were determined with flow cytome-
try absolute counting system. Data
are shown as mean + SD, n = 3 exu-
dates per time point and per strain
from a single experiment representa-
tive of two independent chemotaxis
assays. *p < 0.05 (Student’s t-test).
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Figure 3. Staphylococcus aureus infection triggers pyroptosis of resident macrophages. (A) The proportion of PerMFs (F4/80MghCD11bheh) among
peritoneal cells of C57BL/6 and DBA/2 mice was determined by flow cytometry, 0, 30, and 60 min after ip. injection with 10® CFU/mice of
S. aureus. Numbers in squares indicate the proportion of macrophages among total peritoneal cells. One dot plot representative of three independent
experiments, each with n = 3 mice per time point and per strain, is shown. (B) PerMF numbers, characterized as in (A), were determined at 0, 0.5,
1, and 2 h p.i. with flow cytometry absolute counting system. Data are shown as mean + SD, n = 10 mice per time point and per strain, pooled
from three independent experiments. (C and D) The proportion of dying PerMF among total macrophages (F4/80") was determined by labeling
peritoneal cells with EtBr and Annexin-V and analyzed by flow cytometry, 0.5 and 1 h p.i. with 10 CFU/mice of S. aureus. (C) Representative labeling
experiment of dying PerMF (EtBrtAnnexin-V*). Numbers in upper right quadrant indicate the proportion of EtBrt Annexin-V* PerMF at 0.5 h p.i.
One dot plot representative of two independent experiments, each with n = 3 mice per strain, is shown. (D) Mean proportion of EtBr" Annexin-V*
PerMF at 0.5 and 1 h p.i. Data are shown as mean + SD, n = 6 mice per time point and per strain, pooled from two independent experiments.
(E) LDH activity was measured in peritoneal exudates 30 min after saline injection (mock) or after i.p. infection with 108 CFU/mice of S. aureus
(infected). Data are shown as mean + SD, n = 6 mice per group, pooled from two independent experiments. (F) PerMF with caspase-1 activity
(FAM-YVAD-FMK™) among total PerMF (F4/80") was quantified by flow cytometry 30 min in mock or infected mice as above. Data are shown as
mean + SD, n = 5 mice per group, pooled from two independent experiments. *p < 0.05; **p < 0.01;***p < 0.001 (Student’s t-test).

of lactate dehydrogenase (LDH) activity at 30 min p.i. compared
with those collected from DBA/2 mice (p < 0.001; Fig. 3E).

Pyroptosis is an extremely fast cell death process characterized
by the caspase-1 activation following the inflammasome assembly,
resulting in the release of LDH and IL-1f, and in the formation
of small pores in the membrane before cell lysis [14]. Using flow
cytometry, we detected caspase-1 activity in 25% of the remaining
PerMFs 30 min p.i. in C57BL/6 mice compared with only 5%
of PerMFs in DBA/2 mice (Fig. 3F, p < 0.01). This finding was
consistent with the significantly increased levels of IL-1f measured
in peritoneal exudates collected from C57BL/6 compared with
DBA/2 mice (Fig. 2A). Collectively, these data demonstrated that
following S. aureus infection, the PerMFs of the two mouse strains
underwent pyroptosis but with significantly different kinetics.

It was previously reported that S. aureus can induce
macrophages lysis through the production of a pore-forming toxin,
the a-hemolysin or a-toxin [15]. a-Toxin exerts its activity through
the binding to ADAM10 [16], a cell surface desintegrin, and
leads to the assembly of NLRP3 inflammasome and cell death
[15, 17]. However, ADAM10 expression between C57BL/6 and
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DBA/2 PerMFs was similar (Supporting Information Fig. 2B),
excluding a role for ADAM10 and a-toxin in the different kinetics
of macrophage pyroptosis between the two genetic backgrounds.

Different kinetics of pyroptosis modulate C57BL/6 and
DBA/2 PerMF inflammatory activity

PerMFs from both mouse strains were isolated at steady state and
stimulated in vitro with S. aureus in an attempt to confirm our in
vivo observations and to look for an association between pyropto-
sis kinetics, PerMF inflammatory cytokines secretion patterns and
PMN chemotaxis.

As observed in vivo, S. aureus stimulation induced caspase-1
activity in PerMFs from both mouse strains but this activity was
significantly higher in C57BL/6 PerMFs after 1 and 2 h of stimu-
lation (p < 0.001 and p < 0.01, respectively; Fig. 4A). Consistent
with this result, C57BL/6 PerMFs released more IL-18 (p < 0.001;
Fig. 4B).
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Figure 4. Pyroptosis kinetics of peritoneal macrophages differ between the two genetic backgrounds and modulate the profile of secreted cytokines
PerMF from C57BL/6 and DBA/2 mice were stimulated in vitro with S. aureus (MOI 25:1). (A) Caspase-1 activity was determined at 1 and 2 h post
stimulation by flow cytometry after staining with FAM-YVAD-FMK. (B) The concentration of IL-1p in supernatants at 2 h post stimulation was
measured by ELISA. (C) Gene expression analysis of PerMF was performed by RT-QPCR. Relative gene expression of Cxcl2, Cxcll, II-6, and Tnfa at
30 min post stimulation was compared to unstimulated PerMF and normalized to housekeeping genes Hprt1, Rpl9, Sdha, and Ywhaz. Genes with
a fold change ratio greater than 2 upon stimulation are shown. (D) The concentration of TNF-q, IL-6, and CXCL1 in supernatants at 4 h post
stimulation was measured by ELISA. (E) Chemotactic activity of PerMF-conditioned supernatants collected after 2 h of incubation with or without
S. aureus on freshly isolated naive BM PMN was evaluated in transwell migration assays according to their genetic origin. Numbers of migrating
PMN were determined in the lower chamber of the transwell using flow cytometry absolute counting system. (A-E) Data are shown as mean + SD,
n = 6 samples per group each performed in triplicate pooled from two independent experiments. *p < 0.05; *p < 0.01; ***p < 0.001 (Student’s t-test).

RT-QPCR analysis of S. aureus-stimulated PerMFs showed that,
compared with C57BL/6, DBA/2 cells upregulated expression of
several proinflammatory genes including Tnfa, II-6, Cxcll, and
Cxcl2 (Fig. 4C). This result was confirmed at the protein level by
ELISA analysis that evidenced a dramatic increase in TNF-a, IL-6
(p < 0.001), and CXCL1 (p < 0.05) secretion in DBA/2 PerMF
culture supernatants (Fig. 4D). Two hours after S. aureus stimula-
tion, we collected the PerMF-conditioned culture supernatants and
evaluated their chemotactic activity on PMNs. Supernatants from
S. aureus-stimulated PerMFs induced stronger chemotactic activ-
ity compared with mock controls (Fig. 4E). However, supernatants
from C57BL/6 PerMFs had a greater capacity to attract PMNs com-
pared with their DBA/2 counterparts, regardless of the genetic
origin of PMNs (Fig. 4E). Our results also suggested an intrin-
sic defect in the migratory activity of DBA/2 PMNs. Indeed, for
a similar chemotactic stimulus (i.e. S. aureus-stimulated C57BL/6
PerMF-conditioned supernatant), the migration levels were signif-
icantly lower (p < 0.05) if DBA/2 PMNs were used (Fig. 4E).

These in vitro experiments confirmed that, when infected with
S. aureus, C57BL/6 PerMFs undergo a faster pyroptosis compared
with DBA/2 macrophage leading to distinct inflammatory contexts
that influence PMN recruitment.

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

The phenotype of resident macrophages influences
inflammasome triggering by S. aureus

To investigate the cause of different kinetics of pyroptosis, we
studied the phenotype of cell-sorted resident macrophages at
steady state using medium throughput RT-QPCR. To determine
the genes differentially expressed between PerMFs isolated from
the two genetic backgrounds, we compared the relative mRNA
concentrations and presented the results as an expression ratio
between C57BL/6 and DBA/2 (Supporting Information Table 2).
Hierarchical ascendant clustering analysis of gene expression
ratios efficiently discriminated the two genetic backgrounds
(Fig. 5A). We focused our analysis on genes for which the expres-
sion ratio was higher than 2 with a p-value <0.05. First, we
observed that three genes that are bona fide markers of the
M2 polarization program (e.g. Fizz1, Arginase-1, and Signr3) had
increased basal levels in PerMFs from DBA/2 mice (Fig. 5A and B)
[18-20]. Second, PerMFs from C57BL/6 mice had increased lev-
els of genes associated with the M1 polarization program (Fig. 5A
and B). The commonly held view is that, at steady state, resi-
dent macrophages maintain an M2-like phenotype to afford tissue
homeostasis and integrity [21]. Our observation suggested that
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this homeostatic phenotype is more pronounced in DBA/2 than in
C57BL/6 PerMFs, which tended to skewed toward M1. We thus
verified that a more pronounced M1 polarization program leads
to accelerated inflammasome assembly in response to S. aureus
infection. Mirroring our findings in PerMFs, the caspase-1 activity
(p < 0.01), IL-1B secretion (p < 0.001), and numbers
of EtBr positive cells (p < 0.05) were rapidly upregu-
lated in M1 compared with M2 BM-derived macrophages
(BMDMs), independent of the genetic background of ori-
gin (Fig. 5C-E). However, when the M1 program is exclu-
sively compared in BMDMs between genetic backgrounds,
C57BL/6 PerMFs displayed higher levels of caspase-1 activity
(p < 0.01), IL-1B secretion (p < 0.001) and EtBr’* BMDMs
(p < 0.001) compared with those observed in DBA/2. Expression
analysis of M1 (e.g. II-12b, inos) and M2 (e.g. Fizz-1, Arg-1) canon-
ical genes in polarized BMDMs from both genetic backgrounds,
before S. aureus stimulation, revealed that M1-polarized BMDMs
from DBA/2 mice failed to reach levels of classical activation (M1)
similar to those of C57BL/6 cells (Supporting Information Fig. 3).
This could possibly explain their lower inflammasome activity and
pyroptosis rates in response to S. aureus stimulation.

Finally, to extend these observations in the human context, we
used human monocyte-derived macrophages (MDMSs) to assess
their ability to respond to S. aureus according to their polarization
program. In vitro challenge of M1 MDM with S. aureus strongly
activated the inflammasome pathway as reflected by the higher
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Figure 5. The resting phenotype of peritoneal
macrophages influences kinetics of pyroptosis.
(A and B) The steady state phenotype
of flow cytometry cell-sorted PerMFs
(CD1157F4/807CD11b*) from C57BL/6 or DBA/2
mice was studied using RT-QPCR analysis.
(A) Expression ratios of target genes between
C57BL/6 and DBA/2 PerMFs were subjected to
a hierarchical ascendant clustering analysis
and are presented as a heat map. (B) Genes
differentially expressed between C57BL/6 and
DBA/2 mice with a ratio greater than 2 and with
a p value <0.05 are summarized. Data are shown
as mean + SD, n = 5 mice per strain, from a
single experiment. C57BL/6 and DBA/2 BMDMs
polarized to (C-E) the M1 or M2 phenotype or
(F-H) M1- or M2-polarized human MDMs were
stimulated with S. aureus (MOI 25:1). (C and
F) Caspase-1 activity was determined at 2 h
post stimulation by flow cytometry analysis
after staining with FAM-YVAD-FMK. (D and G)
The concentration of IL-1f in supernatants at
(D) 2 h or (G) 2 and 4 h post stimulation was
measured by ELISA. (E and H) Cell death of M1- or
M2-polarized macrophages was evaluated using
flow cytometry by measuring EtBr uptake after
2 h of infection. (C-E) Data are shown as mean
+ SD, n = 6 samples per group, pooled from
two independent experiments. (F-H) Data are
shown as mean + SD, pooled from four individual
experiments (n = 4 donors) each performed in
duplicates with a single independent donor.
*p < 0.05; *p < 0.01;"* p < 0.001(Student’s t-test).

levels of caspase-1 (p < 0.05), IL-1B secretion (p < 0.001), and cell
death (p < 0.05; Fig. 5F-H). These results were consistent with our
previous findings and ultimately suggested that our observations
in the murine model are applicable in humans.

Treatment of DBA/2 mice with inflammasome
inducers promotes a C57BL/6-like inflammatory
response

To establish a direct link between the different kinetics of
pyroptosis observed in these mouse strains and their respective
inflammatory responses, we treated susceptible DBA/2 mice with
NLRP3 inflammasome inducers, nigericin, and adenosine triphos-
phate (ATP) [22]. Infected DBA/2 mice treated with nigericin or
ATP showed a significant decrease of PerMF numbers compared
with saline injected DBA/2 control mice, both at 30 and 60 min
p.i. (Fig. 6A), reducing the number of resident macrophages down
to that observed in C57BL/6 mice. As expected, the level of IL-18
measured in nigericin and ATP-treated DBA/2 mice was similar
to that observed in C57BL/6 mice injected with saline, and sig-
nificantly increased (p < 0.05 and p < 0.01, respectively) com-
pared with that detected in untreated DBA/2 mice (Fig. 6B). Like-
wise, NF-kB-related cytokines (i.e. TNF-a and IL-6; Fig. 6B) and
chemokine (i.e. CXCL1) were dramatically decreased in DBA/2
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Figure 6. Inflammasome stimulation in DBA/2 mice increases pyrop-
tosis rates and modulates cytokine secretion by resident macrophages.
DBA/2 mice were treated with nigericin (5 mg/kg) or ATP (25 mg/kg)
10 min after S. aureus i.p. infection (108 CFU/mice) and compared
to vehicle (saline) injected and infected C57BL/6 and DBA/2 mice.
(n = 6 mice per group for nigericin and n = 3 mice per group for ATP.)
(A) Macrophages (F4/80"€"CD11b"€") numbers in peritoneal exudates
were determined by flow cytometry absolute counting system at 0.5 and
1 h p.. (B) Cytokine secretion in peritoneal exudates was analyzed by
ELISA. IL-1B was quantified 30 min p.i., and TNF-q, IL-6, and CXCL1 were
quantified at 60 min p.i. (A and B) Data are shown as mean + SD, n =6
mice per group, pooled from two independent experiments. *p < 0.05;
“p < 0.01;"*p < 0.001 (Student’s t-test).
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mice under treatment with either nigericin or ATP. These results
confirmed that kinetics of PerMFs pyroptosis influence the inflam-
matory pattern of response against S. aureus infection. Follow-
ing i.p. administration of a lethal dose of S. aureus, we com-
pared survival of DBA/2 mice treated with nigericin or ATP with
C57BL/6 and DBA/2 mice injected with saline. The administration
of nigericin significantly improved the resistance of DBA/2 mice
to S. aureus challenge compared to saline-injected DBA/2 animals
(Supporting Information Fig. 4). However, nigericin treatment of
DBA/2 susceptible mice did not restore a resistance level compara-
ble to C57BL/6. Moreover, although a tendency was observed, ATP
treatment did not statistically ameliorate the survival of DBA/2-
infected mice (data not shown).

C57BL/6 and DBA/2 PMN exert similar bactericidal
activity but have distinct cytokine production

In order to determine how the PMNs could differ between resis-
tant and susceptible mice, we first evaluated their bactericidal
activity prompted by the distinct efficiencies in local bacterial
clearance between the two mouse strains. The bactericidal activ-
ity of BM-isolated naive PMNs was not different (30% of dead
bacteria) between the two genetic backgrounds (Fig. 7A). The
preincubation of naive PMNs with peritoneal exudates collected
from C57BL/6 or DBA/2 mice 2 and 4 h after S. aureus chal-
lenge steadily improved the overall bactericidal activity up to 60%
of dead bacteria (Fig. 7A). However, no difference was found in
bactericidal activity of these PMNs. This demonstrated that the dis-
tinct inflammatory contexts we described in C57BL/6 and DBA/2
mice did not differentially alter the bactericidal activity of PMNs.
In contrast, PMNs from C57BL/6 and DBA/2 mice greatly dif-
fered in terms of cytokines production. Indeed, PMNs isolated
from C57BL/6 mice 4 h after S. aureus challenge produced higher
amounts of IL-1p compared with those from DBA/2 (Fig. 7B).
Conversely, the proportion of IL-10-producing PMNs was signifi-
cantly increased in DBA/2 mice (35.2%) compared with C57BL/6
(16.6%; p < 0.01; Fig. 7C). As the PMN numbers were similar
between the two mouse strains at 4 h p.i., these results were
highly consistent with the respective levels of these two antago-
nistic cytokines in peritoneal exudates (Fig. 2A).

Discussion

Here, we showed that S. aureus challenge induced a succession of
early events resulting in distinct orchestrations of the inflamma-
tory response in C57BL/6 and DBA/2 mice. Several clues support
the hypothesis that these cellular and molecular events may par-
ticipate to the regulation and issue of the disease.

First, our results demonstrate that, in response to S. aureus
infection, resident PerMFs undergo an inflammasome-dependent
necrotic proinflammatory cell death program presenting all fea-
tures of pyroptosis [14, 23]. This result is in line with previous
findings evidencing the triggering of inflammasome activity medi-
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ated by S. aureus a-toxin in host macrophages [15, 22, 24]. Inter-
estingly, pyroptosis of PerMFs occurred faster in C57BL/6 mice.
Yet, the expression of ADAM10, the cell membrane receptor of S.
aureus o-toxin, does not differ between the C57BL/6 or DBA/2
backgrounds and is not responsible for the differences in kinetics
of macrophage necrosis [16, 25].

By measuring a set of genes informative on the M1/2 phe-
notype, we showed that, at steady state, C57BL/6 PerMFs have
a higher basal expression of genes usually associated with the
M1 phenotype [9, 20] than resident DBA/2 PerMFs. Conversely,
the DBA/2 PerMFs displayed an increased expression of Fizzl
and Arginase-1 that are bona fide markers of M2 polarization
[20]. Associated with PerMF reciprocal levels of caspase-1 activ-
ity, IL-1Bp release and loss of cell membrane integrity, these
data suggested that S. aureus-induced inflammasome activity and
subsequent pyroptosis were possibly linked with macrophage
basal phenotype. Indeed, differences in inflammasome activation
and induction of inflammasome-mediated cell death between M1
and M2 macrophages in response to purogenic stimulation have
been reported [26]. In line with this finding, our study showed
that, upon S. aureus stimulation, M1-polarized murine BMDMs or
human MDMs had increased caspase-1 activity together with a
higher release of IL-18 and loss of cell membrane integrity com-
pared with the M2 program. Taken together, these data demon-
strate that the ability of S. aureus to trigger the activation of the
inflammasome complex and pyroptosis is linked with the basal
profile of resident macrophages, which appears intrinsically dif-
ferent in the two genetic backgrounds.

Second, we correlate the molecular and cellular components of
the early inflammatory response to S. aureus-induced pyroptosis
in resident macrophages. Our results demonstrate that, beyond
the early release of IL-1B, a major consequence of S. aureus-
induced pyroptosis is to diminish the secretion of NFkB signal-
dependent proinflammatory cytokines by C57BL/6 PerMFs. By
contrast, the extended survival of DBA/2 PerMFs allowed the
production of substantial amounts of proinflammatory cytokines
such as CXCL1, CXCL2, IL-6, and TNF-a, which are associated
with S. aureus-induced sepsis and are considered as negative pre-
dictive biomarkers for sepsis outcome [27]. Using nigericin and
ATP [22] concomitantly with S. aureus challenge to stimulate
inflammasome pathway in DBA/2 mice, we brought further evi-
dence that kinetics of pyroptosis influence the pattern of inflam-
matory cytokines secreted by peritoneal resident macrophages.
Moreover, these pyroptosis-driven microenvironments could mod-
ulate differently the kinetics of PMN recruitment to the site of
infection. During the early steps of inflammatory response, PMN
recruitment was enhanced in C57BL/6 compared to DBA/2 mice.
This was confirmed by in vitro chemotaxis assay using peritoneal
exudates as chemoattractant. Surprisingly, despite lower amounts
of CXC chemokines, peritoneal exudates from C57BL/6 showed
higher chemotactic activity. However, macrophages lysis by pyrop-
tosis releases a large amount of damage-associated molecular
patterns that exert activating and chemotactic activities on other
immune cells including PMNs [28]. Consequently, the earlier lysis
of C57BL/6 PerMFs might explain the rapid and high PMN recruit-
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ment in these mice. In the other hand, this discrepancy between
C57BL/6 and DBA/2 mice was nullified at later time points of
infection as the levels of CXC chemokines massively increased
in DBA/2 mice. Notably, overproduction of CXC chemokines can
have deleterious consequences for the host, including increased
mortality, and impaired bacterial clearance [12, 29, 30]. How-
ever, the exact mechanism of how CXCL1 and CXCL2 act as
deleterious factors during S. aureus infection remains to be elu-
cidated. Importantly, the CFU determination along the kinetics
of infection revealed an improved bacterial clearance in C57BL/6
mice. Our experiments demonstrated that C57BL/6 and DBA/2
naive PMNs had no intrinsic difference in bactericidal activity, at
least in our in vitro conditions. Moreover, the priming of PMN
with peritoneal exudates collected either from C57BL/6 or DBA/2
infected mice improved overall bactericidal activity of PMNs but
in a similar extent between the two strains. These results are
consistent with previous findings [6, 31] indicating that PMN
from resistant and susceptible mice strains or models have similar
killing activities against S. aureus. Rather, the early and enhanced
PMN recruitment in C57BL/6 could efficiently dampen local bac-
terial multiplication as observed in other models of peritonitis-
induced sepsis [32]. Beyond the magnitude of PMN recruitment
into the infection site, our data also suggest that the pyroptosis-
associated microenvironment could alter the phenotype of the
recruited PMNs. While PMNs recruited into the peritoneal cavity of
C57BL/6 mice had higher capacity to contribute to the local IL-18
production, PMNs from DBA/2 mice became a significant source
of IL-10. This is an important observation given that the role
played by IL-1B-producing neutrophils was demonstrated recently
in abscess formation and host defense during S. aureus cutaneous
infection [33]. By contrast, IL-10-producing PMNs are known to
suppress inflammatory monocyte activities in polymicrobial sep-
sis, leading to impaired bacterial clearance and fatal outcome
[34]. From our results, a striking parallel can be established with
the study of Tsuda et al. [31] in which, phenotypically different
PMN subsets were recruited according to the severity of systemic
inflammatory response syndrome induced by burn injuries. PMNs
recruited under a highly inflammatory context (severe systemic
inflammatory response syndrome) secreted IL-10 and conferred
susceptibility to S. aureus infection.

Finally, the treatment of DBA/2 mice with inflammasome
inducers partially improved their survival to S. aureus infection
but failed to restore resistance levels comparable with C57BL/6
mice. This result indicates that a delayed pyroptosis of resident
macrophages is not the unique mechanism affecting the suscepti-
bility of DBA/2 mice to S. aureus i.p. challenge. Rather, it promotes
the creation of an exacerbated, and possibly unfavorable, inflam-
matory context that in conjunction with other immune defects
affecting bacterial clearance in DBA/2 mice may lead to sepsis.
Indeed, it was shown that deficiency in C5a complement compo-
nent was likely participating in DBA/2 susceptibility to S. aureus
infection [35]. However, the fact that C5a KO C57BL/6 remain
as resistant as WT C57BL/6 mice upon intravenous or i.p. chal-
lenge with S. aureus [7] raises question about the precise con-
tribution of this deficiency. Furthermore, our in vitro chemotaxis
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Figure 7. PMNs from C57BL/6 and DBA/2 mice share similar bactericidal activity but differ in cytokine production. (A) Bactericidal activity of,
naive or primed, PMNs on S. aureus after 1 h of incubation (MOI 1:25). PMNs were isolated from BM of naive mice. Priming was achieved by
1 h preincubation with peritoneal exudates collected from C57BL/6 or DBA/2 mice after 2 and 4 h of infection. Data are shown as mean + SD,
n = 6 samples per time point and per strain, assayed in duplicate and pooled from two independent experiments. (B and C) PMNs (Ly6G"°®) were
isolated from the peritoneal cavity of C57BL/6 or DBA/2 mice 4 h after S. aureus i.p. challenge. (B) Ex vivo production of IL-1p by isolated PMNs. Data
are shown as mean + SD, n = 3 mice per strain from a single experiment representative of two independent experiments. **p < 0.001 (Student’s
t-test). (C) Intracellular detection of IL-10 in isolated PMNs by flow cytometry. Proportions of IL-10-producing PMNs are indicated in squares. One
dot plot representative of two independent experiments, each with n = 3 mice per strain, is shown.

assay suggested a possible defect in DBA/2 PMN motility but this
result need further investigations to be fully established. Inversely,
in C57BL/6, it remains to determine which part of the mecha-
nism grants protection. On the one hand, IL-1f secretion is known
to play a crucial role during staphylococcal infection, especially
in the cutaneous infection model, as evidenced by the striking
susceptibility of IL-18- or IL-1R-deficient mice characterized by
a severe impairment of PMN recruitment [8, 33]. Similarly, the
high susceptibility of ASC (inflammasome component apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase recruitment
domain) deficient mice to S. aureus infection was attributed to
the inability of these mice to secrete active IL-1B resulting in a
PMN recruitment defect [8, 36, 37]. Yet, nlrp3~/~ mice, present-
ing the same defects as ASC™~ mice, showed improved survival to
severe S. aureus-induced pneumonia. Consequently, according to
the infected tissue site, the a-toxin-inflammasome axis may lead
to different outcomes [38].

In conclusion, this study promotes the concept that, in rela-
tion with host genetics, the steady state phenotype of resident
macrophages influences the early orchestration of inflammatory
response induced by S. aureus infection via the inflammasome
pathway and subsequent pyroptosis. Undoubtedly, understanding
of the crosstalk between resident macrophages, recruited PMN
and inflammatory monocytes and the way these cells synergize or
antagonize to regulate inflammation during bacterial infections,
should open new avenues on the prevention of immunopathology
associated with S. aureus infection.

Materials and methods

Ethics statement

All animal experiments were performed in accordance with
Federation of European Laboratory Animal Science Association
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(FELASA) guidelines. These experiments were performed by
FELASA accredited investigators (no. 311155580). Mice were
housed in an accredited research animal facility of the National
Veterinary College (Toulouse, France) that is fully staffed with
trained husbandry, technical, and veterinary personnel. Every
effort was made to minimize animal suffering and distress.
Human monocytes were obtained from blood donors (Etablisse-
ment Francais de Sang, EFS, Toulouse). For this report, written
informed consents were obtained from the donors under EFS con-
tract no. 21/PVNT/TOU/IPBS01/2009-0052. Following articles
L1243-4 and R1243-61 of the French Public Health Code, the
contract was approved by the French Ministry of Science and Tech-
nology (agreement no. AC 2009-921).

Preparation of bacterial cells

Staphylococcus aureus HGOO1 strain or a gfp-expressing mutant
was grown overnight in TSB at 37°C with orbital shaking (200
rpm). This culture was further diluted 1:100 in TSB and grown
to mid log phase (O.D. 600 nm ~1). Bacterial cells were pel-
leted (4000 rpm, 10 min, 4°C), washed two times in PBS, and
resuspended in physiological serum. Bacterial concentration was
estimated by measuring the absorbance at 600 nm (ODggp = 1
for ~5 x 108 CFU/mL) and confirmed by serial dilution in PBS-
Tween 20 (0.05%) plated on Chapman-Agar for CFU determina-
tion. Bacterial colonies were numbered after 24-h incubation at
37°C. Bacteria were prepared freshly before each experiment and
adjusted to the desired concentration.

Mouse strains and infection model

Naive C57BL/6J and DBA/2J, specific pathogen-free (SPF status),
8- to 12-week-old female mice were purchased from Janvier Labs
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(St Berthevin, France). Age matched mice were inoculated via
i.p. route with a lethal dose of 2 x 108 CFU/mouse or sublethal
dose of 1 x 108 CFU/mouse of freshly prepared bacteria. On the
age period used for this study, C57BL/6 and DBA/2 mice did not
present any significant difference in body weight. In vivo stim-
ulation of inflammasome in DBA/2 mice was performed by i.p.
injection of Nigericin (Invivogen, Cayla, France) at 5 mg/kg or
ATP (Invivogen) at 25 mg/kg, in physiological serum, 10 min
after S. aureus i.p. challenge. Untreated C57BL/6 and DBA/2
mice received physiological serum alone. After infection, mice
were monitored for assessing pain/distress and severity of clinical
signs including rough hair coat, irregular ambulation/immobility,
abnormal posture, dyspnea, closed/semiclosed eyes, and abdomi-
nal constrictions. The recording of four clinical signs among those
culminated in the early euthanasia of the animal. Otherwise mice
were sacrificed at indicated time points by cervical dislocation.

PerCs collection, macrophage flow cytometry analysis,
and cell sorting

The peritoneal cavity was washed by the injection of 5 mL of
PBS, heat-inactivated FBS 0.2%, EDTA 5 mM buffer. After recov-
ery, peritoneal washes were centrifuged (300g, 5 min) and super-
natants filtrated, added with complete protease inhibitor cocktail
(Roche, France) and stored at —80°C for further analysis. PerCs
numbers were determined by flow cytometry absolute counting
system (MACSQuant Analyzer, Miltenyi Biotec). Cells were prein-
cubated with anti-CD16/CD32 (Biolegend, Ozyme, France) to
block FcyRII/III receptors and then incubated with mAbs (see
below). Cellular viability was assessed with 7-AAD (Biolegend)
labeling. The acquisition was done with FACSCalibur (Becton
Dickinson, France) or MACSQuant (Miltenyi Biotec, Germany)
flow cytometers under CellQuest or MACSQuantify software,
respectively. For every analysis, 1-2 x 10* cells were acquired.
Data were analyzed with FlowJo (Tree Star, USA) software.

The following fluorochrome-conjugated monoclonal antibod-
ies were used: anti-Ly6C (HK1.4), Ly6G (1A8), CD45R/B220
(RA3-6B2), CD49b (DX5), CD3e (145-2C11), CD11b (M1/70),
Adam10 (139712), CD115 (CSF-1R), F4-80 (CI: A3-1). Antibod-
ies were purchased from Biolegend, AbD serotec (for anti-F4-80),
or R&D Systems (for anti-Adam10). Macrophage isolation was
performed using a FACS Aria III cell sorter (BD Biosciences, USA)
with a gating on F4-80%°%, Ly6Cl°%, CD115"%, CD11b"* cells. A
fraction of collected cells was kept for assessment of cell purity
and viability. The gating strategy for acquisition, analysis, and
sorting of resident PerMF and PMN is presented in Supporting
Information Figure 1.

Macrophages culture and stimulation with live
S. aureus

Resident PerCs were collected as described above and plated at a
density of 5 x 10° cells/mL in 24-well tissue culture plate at 37°C
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and 5% CO,. After 24 h in culture, contaminating nonadherent
cells are eliminated.

BMDMs were differentiated from BM precursors of C57BL/6
and DBA/2 mice and polarized to M1 or M2 as described else-
where [26, 39]. In brief, BMDMs were primed with fresh medium
supplemented with IFN-y (Peprotech, Tebu, France; 20 ng/mL)
and ultrapure LPS (Escherichia coli 0111:B4, InvivoGen, France;
1 pg/mL) for 4 h to polarize toward M1 program. IL-4 (Peprotech;
20 ng/mL) was used for 4 h to differentiate to M2 phenotype.

Human monocytes were prepared following a previously pub-
lished procedure [40]. Isolated monocytes were cultured for 5 days
RPMI-1640 medium supplemented with 10% FCS (Pan-Biotech,
Germany), 1% sodium pyruvate, and 0.1% PB-mercaptoethanol
(Invitrogen, Gibco), and human M-CSF (Miltenyi Biotec) at
20 ng/mL. To induce the alternative (M2) polarization program,
the medium was supplemented at day 5 with human M-CSF at
10 ng/mL and IL-4 (Miltenyi Biotec) at 20 ng/mL. To induce the
classic (M1) polarization program, the old medium was replaced
with fresh medium containing human GM-CSF (Miltenyi Biotec)
at 20 ng/mlL, and then supplemented 24 h later with IFN-y (Mil-
tenyi Biotec) at 2.5 ng/mL and LPS (E. coli O55:B5, Sigma) at
1 pg/mL. All MDMs were used for experiments at day 7.

Macrophages were stimulated with HGOO1 S. aureus at a mul-
tiplicity of infection (MOI) of bacteria to macrophages of 25:1 and
culture supernatants were harvested, filtrated, added with com-
plete protease inhibitor cocktail (Roche), and stored at —80°C.
When needed, cells were lysed in RLT buffer (Qiagen, Hilden,
Germany) and stored at —80°C for further gene expression anal-
ysis or harvested with Cell Dissociation Solution Non-enzymatic
(Sigma-Aldrich, France) and further processed for flow cytometry
analysis.

Assessment of macrophage cell death

Analysis of macrophages cell death was conducted as follows.
LDH activity was detected in freshly collected peritoneal exudates
(2.5 mL) using the LDH cytotoxicity assay Kit (Cayman Chemical,
USA) as directed by the manufacturer’s instructions. Cell viability
and pore formation in the plasma membrane of macrophages were
investigated by monitoring the cell permeability to EtBr 0.2 jng/mL
(Sigma-Aldrich), 7-AAD, and Annexin V (Biolegend). Finally, the
caspase-1 activity was detected in macrophages using the FAM-
FLICA Caspase 1 assay kit Immunochemistry, A&DSerotec, UK) as
recommended by manufacturer and analyzed with flow cytometry.

Detection of gene expression by RT-PCR analysis

Total RNA was purified from PerMF cell sorted from healthy
mice or from cultured macrophages using RNeasy Mini Kit (Qia-
gen) according to manufacturer’s protocol. The yield and the
purity were estimated spectrophotometrically at 260 and 280 nm.
Total RNA (200 ng) was used for the generation of cDNA with
SuperScript III First-Strand Synthesis Super Mix Kit (Invitro-
gen). For polarized macrophages, PCR amplification reaction was
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performed with ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems) and Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) for inos and
II-12 genes (M1) and Arginase-1 and Fizzl genes (M2; RPL9
as housekeeping gene). For PerMF, PCR amplification reaction
was performed with Biomark HD System (Fluidigm, France)
at the genotyping service platform GeT-PlaGe (INRA, Toulouse,
France) and as recommended by manufacturer. The primers used
were designed with Primer3plus software (Supporting Informa-
tion Table 1). Most stable housekeeping genes (Hprt1, Rpl9, Sdha,
and Ywhaz) were determined using GenNorm software and used
to normalize expression of target genes. For gene expression
analysis of PerMF collected at steady state from healthy mice,
we used normalized relative mRNA concentrations of target genes
to calculate an expression ratio as follows: mRNA relative con-
centration of target gene in individual C57BL/6/mRNA relative
concentration of target gene in mean DBA/2, and inversely. Oth-
erwise, the relative expression of target genes was calculated using
the 2-22¢ method and the fold increase in expression was relative
to untreated macrophages of each mouse strains.

Measurement of cytokine/chemokines production

Quantification of cytokine production was achieved using cus-
tomized multiplex (Milliplex-MAP, Merck Millipore, France) assay
kit and Luminex 100 IS instrument (Luminex, USA) available
at the phenotyping service platform Anexplo (CHU Rangeuil,
Toulouse, France). Twelve cytokines were systematically assayed
in peritoneal exudates: G-CSF, GM-CSF, IL-18, IL-10, IL-6, CXCL1,
CXCL2, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, and TNF-a. Individual cytokine
detection kits were also used to quantify mouse IL-18, IL-6, and
TNF-a (Biolegend), mouse CXCL-1 (R&D, France), and human
IL-1B (Affimetrix, eBioscience, France).

Neutrophils isolation and functional assessment

BM or peritoneal PMNs were isolated from C57BL/6 or DBA/2
mice by positive selection using anti-Ly6G MicroBead Kit (Miltenyi
Biotec, France) and the purity and viability were assessed by flow
cytometry (>85% and >95%, respectively).

Chemotaxis assay were performed using 96-transwell plate
with 3 pm pore size polycarbonate membrane (Corning, life-
science, USA). PMNs (5 x 10° per mL) were seeded in the upper
chamber of the transwell. Supernatants of PerMF culture, ster-
ile or infected with S. aureus (MOI 25:1), or peritoneal exudates
from C57BL/6 or DBA/2 infected mice were placed into the lower
compartment. Random migration was assessed using medium
(RPMI1640 supplemented with 10% FCS) in place of super-
natants. After 30 min, absolute numbers of migrated neutrophils
were determined by flow cytometry using MACSQuant Analyzer.
For bactericidal activity assessment, BM naive PMN was preincu-
bated with culture medium alone or conditioned with 20% peri-
toneal exudates collected at indicated time points from C57BL/6
or DBA/2 mice challenged with S. aureus. Bacteria (HG001-gfp)

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Immunity to infection

were added in the culture at an MOI of 25 to 1 PMN and incubated
for a supplemental hour. PMNs were lysed by addition of Triton-
x100 (0.1% final) in the culture. Dead bacteria were labeled with
propidium iodide and live/dead bacteria proportions estimated by
flow cytometry.

Peritoneal PMNs were isolated 4 h after i.p. challenge with S.
aureus and cultured in RPMI1640 supplemented with 10% heat-
inactivated FBS for 2, 4, or 6 h without further stimulus. IL-18 pro-
duction was determined by ELISA. For cytometrical assessment of
IL-10 production, isolated peritoneal PMNs were incubated for 4 h
with GolgiPlug (1 nL/1 x 10e6 cells; BD Biosciences), fixed, per-
meabilized using Cytofix/cytoperm Kit (BD Biosciences) according
to the manufacturer’s instructions and stained with the A647 anti-
mouse IL-10 or A647 Rat IgG2b isotype control (Biolegend).

Statistical analysis

Data were analyzed by using XLStat2013 (Addinsoft, France).
Unless otherwise specified, all data are presented as mean + SD.
Comparison between groups was made by use of a variance anal-
ysis and Student’s t-test. Comparison of survival curves was per-
formed by use of log rank test. p Values < 0.05 were considered as
significant (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). To compute the
hierarchical (Euclidian distances) ascendant clustering, algorithm
XLStat2013 was used.
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2- Résultats complémentaires
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1- Les souris DBA/2 présentent toutes les caractéristiques du choc septique.

Les infections non résolutives a S. aureus résultent généralement en la formation d’abces
disséminés ou en un choc septique Iétal. Nous avons donc déterming, suite a I’infection i.p.
avec 10’ CFU/g de S. aureus HGO0O1, si les souris DBA/2, comparées aux souris C57BL/6,
présentent les parametres communs du choc septique, tels que des niveaux élevés de
cytokines (IL-6) et de chimiokines (CXCL1), une charge bactérienne élevée et une abondance
de neutrophiles dans le sang. Par une approche de criblage d’anticorps semi quantitative, nous
avons analysé la sécrétion cytokinique dans les exsudats péritonéaux a 4hrs et 16hrs p.i. et la
densité des spots a été normalisés par un contrdle interne positif pour chague membrane (Fig
1A et B)(n=5 souris par groupe). Les résultats indiquent que les niveaux d’I1L-6, CXCL-1 et
CCL2 sont plus élevés dans les souris DBA/2 que dans les souris C57BL/6, a 4hrs et 16hrs
p.i.. Cette différence de production de cytokines pro-sepsis entre ces 2 lignées de souris a
aussi été confirmée par un ELISA quantitatif a 16hrs p.i. (Fig 1C) (Les barres représentent la
moyenne = SD, n=6 souris par groupe ; * p<0,05). Nous avons ensuite quantifié la charge
bactérienne dans le sang apres une série de dilution des échantillons sanguins a 16hrs p.i.,

étalés sur gélose Chapman (Fig 1D). Les souris DBA/2 ont un niveau significativement (**p<
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0,01) plus éleve de CFU a 16hrs p.i. comparé aux souris es. Finalement, nous avons
déterminé par cytométrie de flux la proportion de neutrophiles sanguins (caractérisés par
I”’expression de CD11b et Ly6G), et une granulocytose plus importante a été confirmée dans
les souris DBA/2 a 16hrs p.i. (Fig 1E) (*p<0,05). L’ensemble de ces résultats démontre
clairement que les souris DBA/2 sont incapables de controler la bactériémie et développent un

choc septique létal suite & I’infection i.p. avec 10" CFU/g de S. aureus HGOO1.
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2- La clairance bactérienne differe significativement entre les souris DBA/2 et C57BL/6.
Les résultats observés a 16 hrs p.i. suggerent un controle précoce de la charge bactérienne
dans les souris C57BL/6 comparée aux souris DBA/2. En utilisant une souche HG001
produisant la GFP, nous avons suivi en premier lieu I’activité phagocytaire des macrophages
péritonéaux (PerMF) dans les temps précoces aprés une infection i.p. avec 10’ CFU/g de S.
aureus. L analyse par cytométrie de flux montre que, des 30 min p.i., la totalité des PerMF
(F4-807°%) sont GFP® (Fig 2A) (n=3 souris par groupe), suggérant que leur activité
phagocytaire est similaire entre les 2 lignées de souris. Pourtant, le nombre total de F4-80*
GFPP® est significativement plus faible dans les souris C57BL/6 (Fig 2B) (Les barres
représentent la moyenne £ SD ; n=6 souris a 30 min p.i., n=3 souris a 1hrs p.i., par lignée ;
*p<0,05 ; **p<0,01). Cette différence s’explique par la proportion significativement plus
élevée de ces cellules (F4-80+) en état de mort cellulaire (EtBr+) dans les souris C57BL/6
(Fig 2C) (n=3 souris par groupe). En fait, non seulement la proportion de F4-80™° GFP* est
significativement plus élevéee dans les souris DBA/2, mais ils séquestrent aussi la bactérie plus
longtemps comparé aux PerMF des souris C57BL/6 (Fig 2B). En paralléle, le nombre plus
faible de PerMF avec des bactéries intracellulaires est associé a une charge bactérienne
extracellulaire moindre dans les souris C57BL/6, comme démontré par la quantification des
CFU bactériens dans les exsudats péritonéaux 30 min p.i. (Fig 2D) (n=6 souris par groupe ;
**p<0,01). Ces résultats soulignent I’effet bactéricide de la pyroptose précédemment reporté

[1-3].
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Figure 3

3- La prise en charge de S. aureus et le phénotype des neutrophiles recrutés sont
différents selon la lignée de souris

Les neutrophiles sont des effecteurs centraux dans les infections par S. aureus. Apres
activation, ils présentent une forte capacité phagocytaire et de destruction des pathogenes [4].
Nous avons donc dans un premier temps évalué la prise en charge de la bactérie par les
cellules de la cavité péritonéale dans les temps précoces, aprés une infection i.p. avec 10
CFU/g de S. aureus HG0O01 produisant la GFP (n=6 souris par groupe). Comme I’indique les
résultats obtenus par cytométrie de flux (Fig 3A), le recrutement neutrophilique (Ly6G"*F4-
80"%9) est plus précoce (Lhrs p.i.) dans la souris C57BL/6 comparé a la souris DBA/2. A 1 hrs
p.i., les neutrophiles (CD11b™*Ly6G™) représentent environ 64% des cellules phagocytaires
(CD11b™*, Gr-17) dans les exsudats péritonéaux des souris C57BL/6, alors qu’ils
représentent moins de 10% dans les souris DBA/2 (Fig 3B). Par ailleurs, des que les
neutrophiles sont recrutés, on observe une modification de la répartition des bactéries
intracellulaires entre les cellules phagocytaires. A 1hrs p.i., les neutrophiles des souris
C57BL/6 ont déja commencé a phagocyter S. aureus, lesquels représentent environ 25% des
cellules GFP™ (Fig 3C). En revanche, la majorité des cellules phagocytaires dans les souris
DBAV/2 sont toujours des macrophages péritonéaux (F4-80"°Ly6G**GFP"*)(plus de 98%).

Ces résultats indiquent que, précocement apres I’infection, le recrutement rapide de
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neutrophiles observé dans les souris C57BL/6 participe au contrdle de la croissance locale de
la bactérie en association avec la pyroptose des PerMF.

Récemment, il a été reporté que différents sous-ensembles de neutrophiles, distingués par la
présence ou I’absence de I’expression de CD49d (VLA-4), influencaient le devenir de
I”infection par S. aureus dans un modéle murin de syndrome de réponse inflammatoire sévéere
[5]. Dans ce modéle animal, les neutrophiles CD49d”® étaient associés a la résistance a
I”infection par S. aureus. Pour évaluer si les différents sous-ensemble de neutrophiles jouent
un role dans notre modele d’infection, nous avons dans un second temps analysé plus
précisément le phénotype des neutrophiles recrutés dans les souris C57BL/6 et DBA/2 apres
une infection i.p. avec 10’ CFU/g de S. aureus HG001. L’analyse par cytométrie de flux
révele le recrutement de 2 sous-ensembles de neutrophiles discriminés par I’expression de
CD49d. De facon intéressante, parmi la totalité des neutrophiles présents dans la cavité
péritonéale, une plus grande proportion de neutrophiles exprime CD49d a leur surface dans
les souris C57BL/6 (Fig 3D) (Les barres représentent la moyenne + SD, n=6 souris par
groupe ; * p<0,05). Cette différence est statistiquement significative durant toute la phase de
recrutement. Dans un contexte similaire, la moyenne de I’intensité de fluorescence (MFI) de
I’expression de CD11b est aussi significativement plus élevée sur les neutrophiles des souris
C57BL/6 (Fig 3E) (Les barres représentent la moyenne + SD, n=6 souris par groupe ; **
p<0,01 ; *** p<0,001). Ces différences phénotypiques suggerent que le niveau d’activation de
ces cellules n’est pas similaire entre les 2 lignées de souris.

L’ensemble de ces résultats démontre ainsi que la phase aigue de I’inflammation differe
significativement entre souris C57BL/6 et DBA/2 en termes de prise en charge de la bactérie,

de la cinétique et du phénotype des neutrophiles recrutés.
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4- La cinétique de la pyroptose des PerMF suite a I’infection par S. aureus controle le
phénotype des neutrophiles recrutes.

Pour établir un lien entre le phénotype des neutrophiles recrutés et les différentes cinétiques
de pyroptose des PerMF des 2 lignées de souris, les souris DBA/2 ont été traitées avec des
inducteurs de pyroptose, I’ATP ou la nigéricine, qui stimulent et augmentent I’activité de
I’inflammasome [6], en combinaison avec 10’ CFU/g de S. aureus HG0O1 en i.p.. L’analyse
par cytométrie de flux montre que le recrutement de neutrophiles CD49d™ est
significativement amélioré dans les souris DBA/2 traitées a la nigéricine ou a I’ATP, et que la
proportion de ces cellules est comparable a celle observé dans les souris C57BL/6 (n=3 souris
par groupe, *p<0,05 ; **p<0,01). Ainsi, I’induction précoce de la pyroptose des PerMF est un
mécanisme crucial qui influence le recrutement de sous-ensembles spécifiques de

neutrophiles.
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Figure 5

5- La cinétique de recrutement des monocytes et leur phénotype sont différents selon les
2 lignées de souris suite a I’infection par S. aureus.

Afin de compléter I’analyse du recrutement cellulaire suite a I’infection par S. aureus et au
vue de I’importance des macrophages dérivés des monocytes dans la résolution de I’infection,
nous avons analysé le recrutement monocytaire et leur expression génique suite a une
infection i.p. avec 10" CFU/g de S. aureus HG001 (Les barres représentent la moyenne + SD,
n=5 souris par groupe). Les résultats obtenus par cytométrie de flux montrent un recrutement
de monocytes (Ly6C™", F4-80'°") dans les 2 lignées de souris dés 4hrs p.i. (Fig 4A)
(***p<0,001). La quantité de monocytes augmente a 12 hrs p.i., cependant leur recrutement
est doublé dans les souris C57BL/6 comparé aux souris DBA/2. Le nombre de monocytes
dans la cavité péritonéale diminue ensuite a 24hrs p.i.. Afin de déterminer si on observe aussi
des différences génétiques, nous avons ensuite analyse I’expression génique de ces monocytes
recrutés a 16hrs p.i. par RT-QPCR a moyen débit (Biomark) apreés isolement au trieur de
cellules. Les résultats indiquent que les monocytes recrutés sont différents en terme de génes
exprimés entre les 2 lignées de souris. La comparaison des génes entre monocytes des souris
C57BL/6 et DBA/2 montre 10 genes difféeremment exprimés avec au moins un facteur 2 (Fig
4B). Les monocytes des souris C57BL/6 expriment de maniere significativement plus élevée
les genes Chi3l3, inos, cclb, il-10 et mip-1a comparés aux monocytes des souris DBA/2, dont
I’expression des genes Dectin-1, il-6, il-12b, ccl17 et signr3 est significativement supérieure a
celle des monocytes des souris C57BL/6 (**p<0,01 ; ***p<0,001). Ces résultats suggerent
que cette différence quantitative et génétique des monocytes recrutes est probablement liée
aux différences de réponses observées dans la phase aigue de I’inflammation qui vont

conditionner le recrutement ultérieur et le phénotype des cellules mononuclées.
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1- Présentation du travail

Les macrophages représentent une population cellulaire hétérogéne qui réside dans
tous les tissus du corps ou ils sont capables d’assumer une grande variété de fonctions
immunitaires. 1ls ont un réle dans le développement, I’homéostasie, I’initiation et la résolution
de I’inflammation. Les macrophages peuvent étre classifiés selon un spectre de fonctions
dépendant de leurs localisations tissulaires et des signaux du microenvironnement. Les
phénotypes de polarisation des macrophages sont représentés par les macrophages pro-
inflammatoires (M1) et les macrophages anti-inflammatoires (M2) qui représentent les
extrémités d’un continuum d’activation. Selon leur profil d’activation, ces cellules ont été
impliguées dans le contrdle des pathogénes et dans I’initiation des processus inflammatoires,
ou, a I’inverse, dans la régulation de ces processus suivie de la restauration de I’noméostasie
tissulaire. Les macrophages jouent également un rdle crucial dans le maintien de
I’homéostasie des tissus a I’état basal.

Au cours de nos précédents travaux nous avons utilisé les macrophages péritonéaux
résidents afin de modéliser in vivo les interactions entre macrophage et Staphylococcus
aureus. Au cours de cette étude nous avons tenté de définir le phénotype de macrophages
résidents de la cavité péritonéale car nous suspections I’existence de différences entre cellules
selon leur origine génétique (lignée de souris C57BL/6 ou DBA/2). Trés rapidement, nous
nous sommes apercus que malgré I’utilisation de la cavité péritonéale en tant que site de
prédilection pour modéliser certaines infections ou certains processus inflammatoires, il était
relativement difficile de trouver une caractérisation précise des macrophages résidents a I’état
basal. En effet, au-dela du trés largement répandu protocole d’induction au thioglycolate, peu
de données étaient disponibles sur ce phénotype. Par ailleurs, les quelques études réalisées
laissaient a penser que ce type de protocole visant a induire le recrutement des macrophages
afin d’en récolter de grands nombres n’était pas sans conséquences sur leur phénotype.

De plus, de récents travaux ont permis de mettre en évidence au sein de cette
population de macrophage une hétérogénéité jusqu’alors insoupconnée. Deux sous
populations de macrophages résidents (Large ou Small Peritoneal Macrophages, LPM et
SPM) se distinguent selon des criteres de taille et d’expression de marqueurs caractéristiques
des macrophages (F4-80 et CD11b essentiellement) mais aussi du CMH-II. A I’issue de ces
quelques études [1,2], plusieurs gquestions subsistaient quant au phénotype précis, la fonction
et I’origine de ces deux sous populations. Ainsi, dans une tentative de clarifier certains de ces

points, nous avons opté une méthodologie basé sur I’analyse de I’expression de genes par RT-
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QPCR mais, contrairement a la grande majorité des études deja publiées, réalisée a I’échelle
de la cellule unique et non pas de la population entiere.

Notre stratégie a donc consisté a trier ces deux sous-populations de macrophages
résidents de la cavité péritonéale de souris sur la base des marqueurs décrits comme
discriminants. Puis, les cellules triées ont été déposées sur une puce microfluidique (C1 single
cell auto-prep system) afin d’assurer leur séparation pour poursuivre I’analyse d’expression
des genes a I’échelle d’une seule cellule. Ce processus (vérification du remplissage des
chambres réactionnelles, vérification de viabilité cellulaire etc.) de capture a permis de
conserver une quarantaine de cellules de chaque sous population. La mesure d’expression a
été effectuée par RT-QPCR moyen débit avec le systeme standardisé Biomark (Cf. Figure) et
analysée avec le logiciel R-Singular.

A I’issue des différentes approches statistiques conduites, classification hiérarchique
ascendante ou encore analyse en composante principale, il est clairement établis que sur la
base des profils d’expression les deux sous-populations sont parfaitement distinctes. De cette
facon nous avons pu définir une signature moléculaire spécifique de chacune d’entre elles.
Ces génes hautement discriminants confirment dans les deux cas I’existence d’un phénotype
homéostatique comparable a un phénotype M2 (activation alternative). Comparée aux SPM,
la signature des LPM se traduit par une expression exclusive de cxcl1l3 (chémokine
homéostatique du compartiment lymphocytaire B1) et ifngrl (récepteur 1 de I’IFNg) et une
expression supérieure de Sr-a (récepteur scavenger) et de ccl24 (eotaxin 2, chemokine
assurant entre autre le recrutement des éosinophiles). L’expression de ces géenes confirme la
participation des LPM dans I’homéostasie cellulaire de la cavité péritonéale mais aussi dans
sa surveillance immunitaire. De leur c6té les SPM présentent une expression marquée de Fizz-
1 et Mrcl (codant le récepteur au mannose, CD206). Les fonctions de ces genes et de leur
produits seront discutées plus tard dans ce manuscrit, mais tout indique que, tout comme les
LPM, les SPM assurent des fonctions homéostatiques de la cavité péritonéale mais en faisant
appel a d’autres processus biologiques. Apres avoir pris soin d’éliminer I’hypothése d’une
contamination avec d’autres cellules immunitaires lors de I’isolement des SPM nous sommes
arrivés a la conclusion qu’il existait deux sous populations se distinguant par I’expression de
Fizz-1 ou Mrcl. Pour autant, la population SPM négative pour ces deux marqueurs ne
présente pas une signature évocatrice du compartiment LPM. Ce résultat souligne donc la
pertinence de notre approche méthodologique dans I’investigation de la diversité des

populations macrophagiques.
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Finalement, comme nous le suspections, la comparaison des genes exprimés par
I’ensemble des SPM résidents ou par les macrophages recrutés suite a I’administration de
thioglycolate dans la cavité péritonéale révele d’importantes différences. Au sein des
macrophages recrutés, I’expression de genes associés a une polarisation M1 est augmentée et
inversement, les genes signant la polarisation M2 sont réprimés. Ces résultats indiquent une
perte du phénotype M2 homéostatique par les macrophages recrutés. Paradoxalement, ces
cellules expriment certains des genes signature du profil LPM ce qui suppose qu’une partie de
ces cellules nouvellement recrutées pourrait contribuer au repeuplement du compartiment
LPM dans certains contextes infectieux ou inflammatoires. L’origine hématopoiétique de ces
différentes populations de macrophages sera plus amplement abordée et discutée au terme de
ce manuscrit.

En conclusion cette étude a permis de valider I’approche « single-cell » dans I’analyse
de la diversité et de la plasticité des macrophages résidents et recrutés mais aussi d’en évaluer
le potentiel. En effet, I’'implémentation du répertoire des signatures moléculaires associées
aux macrophages de différents tissus et dans différentes conditions physiologiques ou non
pourrait permettre d’identifier de nouveaux marqueurs ou de nouvelles cibles diagnostiques
ou thérapeutiques permettant de moduler I’activité de ces cellules centrales de I’'immunité

innée.

Figure : Systeme de séparation et d’analyse d’une seule cellule

http://www.biorigami.com/?paged=2
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Abbreviations:
PerMF: peritoneal macrophages
MF-thio: Thioglycolate Broth-elicited macrophages

BMDM: bone marrow derived macrophages

Abstract:

To investigate the steady-state phenotype of resident peritoneal macrophages, we used
an innovative approach based on single-cell gene expression analysis and studied the two
main subsets of large (LPM) and small (SPM) peritoneal macrophages. Here, we show that
both subsets express bona fide genes of alternative activation (M2) although gene signature of
each subset is specific. These data suggest that both LPM and SPM participate in the
homeostasis and immune surveillance of the peritoneal cavity but through different biological
processes. On the contrary, macrophages recruited upon thioglycolate injection have an M1
phenotype with repression of M2 homeostatic genes. In conclusion, our results shed new light
on the ground phenotype of resident peritoneal macrophages and propose a new strategy
based on single-cell analysis to uncover macrophage diversity and plasticity in various tissues

or physiological contexts.
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Introduction

Macrophages (MF) are central to the development, progression and resolution of
inflammation. They act as sentinel cells and first line of defense by sensing the presence of
pathogens in their neighboring microenvironment. Through the production of inflammatory
mediators, including cytokines and chemokines, resident MFs orchestrate the recruitment and
activation of other effectors cells. However, tissue resident MFs are also considered as
gatekeepers of tissue integrity and homeostasis [1]. MF can undergo different polarization
programs in response to environmental cues. The classical activation (M1) drives MF toward
a pro-inflammatory phenotype, whereas the alternative activation (M2) confers anti-
inflammatory, regulatory or wound healing properties of MFs [2]. Recent studies have
unveiled an unsuspected heterogeneity in MF subsets playing highly dedicated functions [3].
Based on cell size and expression levels of several canonical surface markers, two MF subsets
were evidenced as resident MF of the mouse peritoneal cavity [4]. Large peritoneal
macrophages (LPM) which are defined as F4-80"" CD11b"%" MHC 11" cells, account for
the main proportion of total PerMF (+ 90%), but small peritoneal macrophages (SPM), which
are F4-80'™ CD11b"9" were characterized by strong MHC 11 expression. Despite substantial
cues indicating that these cells are phenotypically and functionally different, accurate
definition of their gene expression profile is still lacking. Yet, mouse peritoneal macrophages
(PerMF) have been extensively used in conventional models to study macrophage-associated
functions and paradoxically their basal phenotype is ill-defined. Furthermore, in most studies,
in order to improve cell yield, the numbers of PerMF were artificially increased through the
injection of thioglycolate or casein that are known to induce a sterile peritonitis [5]. However,
it is now established that MF collected using such protocols are originating from newly
recruited inflammatory blood monocytes and are consequently no longer relevant of resident

PerMF [4]. It is thus very likely that macrophages collected during sterile peritonitis have
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undergone a polarization program that remains to be clearly established and compared to the
basal phenotype of resident PerMF. Few surface markers are available to assess the
polarization of MF by flow cytometry, especially at steady state, and analysis at the
transcriptional levels is often needed to properly address this question. Indeed, genes like nos2
and inflammatory cytokines (tnfa, il12b, etc.) are bona fide markers of M1 activation whereas
arginase-1, retnla (or fizz-1), chi3I3 (or Ym-1) reflect more an M2 polarization. However,
more markers are needed to fully characterize the many facets of the intermediary states of
polarization. Moreover, QPCR requires a large number of target cells (on the order of 10°)
that are generally analyzed as a pool only reflecting the mean gene expression, and thus
occulting the underlying diversity. Importantly, information is lost about coordinate
regulation of genes within a single cell. Here, we used a combination of fluorescence acquired
cell sorting and the C1 Single-Cell Auto Prep and BioMark nanoscale quantitative PCR
(Fluidigm™) to examine the expression of M1/M2 polarization hallmarks in each subset of
peritoneal MF, across the single-cell level. Thanks to this approach, our study reveals unique
gene signatures of resident peritoneal MF and, in comparison, highlights the profound

molecular alterations induced by thioglycolate-elicitation in recruited macrophages.

Material and methods

Flow cytometry

All experiments were performed with SPF C57BL/6 female mice 8 weeks old (Janvier Labs)
following institutional animal care and use committee approval. Peritoneal cells were
harvested by injecting 5 mL of HBSS-SVF (5%) 2.5 mM EDTA buffer, incubated with anti-
CD16/CD32 mAb to block FcRII/IN receptors and further stained with fluorochrome

conjugated mAb. Dead cells were excluded using 7-AAD labeling. Samples were acquired on
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a MACSQuant (Miltenyi Biotec) cytometer or FACSAria for cell sorting experiments (BD

Biosciences) and analyzed using FlowJo (TreeStar) software.

Macrophage isolation by FACS

Resident PerMF subsets were sorted based on CD115, F4-80 and Ly6C expression after
gating out unwanted cells. From each mice (n=10) 1x10°> LPM or SPM subsets were collected
for SC suspension preparation (see below). Pools of 1x10° LPM or SPM were also prepared.
Thioglycolate Broth (4%)-elicited macrophages (MF-Thio) were prepared as previously
described [4,6]. After 4 days of incubation, MF-Thio were sorted and a pool of MF-Thio
(1x10° cells) was constituted (n=5 mice). Finally, pools (1x10°) of classically or alternatively
activated bone marrow derived macrophages (BMDM) were prepared as previously
described: [7] through stimulation (4hr) with IFNy (20 ng/mL) and LPS (100 ng/mL) or IL-4
(20 ng/mL) to induce M1 or M2 polarization programs. For all cell preparations, MF purity
and viability were superior to 95%. Isolation of mMRNA from cell pools was performed with

RNAeasy kit (Qiagen).

Single-Cell Capture and gene expression gPCR

A suspension of about 600 single cells were introduced in the cell input well of the C1 Array
IFC (10-17um). Viability of single cells captured on the C1 Array was assessed (Live/dead
Cell viability/Cytotoxicity kit; Invitrogen). Reverse transcription and Specific-Target -
Amplification were performed using components from the Cells-to-Ct ™ kit (Ambion), C1
Single-Cell Auto Prep Modules Kit (Fluidigm) and pooled primers (500nM). Primers were
designed using Primer3Plus software. Next, single cells samples were analyzed by gPCR
using 48.48 Dynamic Array™ IFCs and the BioMark™ System (Fluidigm). Processing of the
IFCs and operation of the instruments were performed according to the manufacturer’s

procedures. Briefly, prior to loading into the IFC, 2 uL of preamplified cDNA sample were
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mixed with adequately diluted 2x TagMan Master Mix (Applied), 20x DNA Binding Dye
Sample Loading Reagent (Fluidigm), 20X Evagreen (Biotium) and Tris low EDTA buffer.
Five microliters of the cDNA sample + reagent mix and 5 pL of primers (5 uM) were
dispensed into the dedicated inlets of the IFC. The loading was achieved in the IFC Controller
MX and IFC was next transferred to the BioMark for 35 PCR cycles. Bulk cell suspension
samples (pools of LPM, SPM, M1-BMDM and M2-BMDM) as well as a positive and
negative control were performed in parallel. Ct values were calculated from the system’s

software (BioMark Real-time PCR Analysis; Fluidigm).

Single-Cell Data Processing and visualization / Statistical analysis

Statistical analyses were performed with R v3.0.2 under RStudio environment, using the
Singular Analysis Toolset 3.0 from Biomark as well as the [R] “stats” and “randomForest”
packages [8,9]. PCA and hierarchical clustering analysis were carried out using scaled data.
Hierarchical clustering was based on Euclidian distances; groups were merged according to

Ward's criterion.

Results & Discussion

Accounting for the majority of resident PerMF (+ 90%), the LPM subset was CD115° F4-
80"9" CD11b"¢" Ly6C™ and MHC 11", Strikingly, the SPM subset (CD115"% F4-80™
CD11b"" Ly6C™%) was MHC 11°*° (Figure 1A). These results are in agreement with
previously published studies [4,10]. Following the capture process we retained 37 viable cells
from each subset for further analysis. Based on the gene expression profile of single cells, a
principal component analysis (PCA) sharply distinguished LPM from SPM (Figure 2A).

Moreover, first principal component, representing 16% of the variance, indicates that LPM
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and SPM subsets share more similarities with M2- than with M1-BMDM (Figure 2A)
suggesting that both subsets are more similar to the M2 phenotype. This was confirmed by
increased expression of bona fide M2 marker genes including KIf4, Stat6, Stat3, Socs2, Fizz1
(retnla) or Mrcl in the two subsets. Yet, Argl or Ym1 (chi3l3), two relevant markers of M2
polarization, were detected neither in LPM nor in SPM. Nevertheless, their expression is
highly dependent on the presence of IL-4 or IL-13 in type 2-related environment [11], which
is different from the case of the peritoneal cavity at steady state. The frequency of individual
cells expressing canonical genes of classical activation (M1) like Nos2, that was undetectable,
or Tnfa, 1112b and Ccl2, was low in both LPM and SPM subsets (Figure 2B). However, for
cells expressing those genes, expression levels were high. This observation highlighted the
possible misinterpretation of the polarization when gene expression is determined in a cellular
pool or at the population scale. Hierarchical clustering analysis of the genes allowed a perfect
discrimination of the two subsets since all cells, but one LPM clusterized according to their
sorting phenotype (Figure 2B). As determined by Random Forest analysis, three genes enable
us to discriminate between the LPMs and the SPMs (Figure 2C and D). Among those three
genes, cxcl13 appears as the most discriminant gene, due to its exclusive expression in LPM.
Mice lacking the CXCL13 chemokine are B1 cell-deficient in pleural and peritoneal cavities
but not in the spleen [12]. CXCL13 is produced by mesothelial cells in the omentum and
PerMF, and drives B1-cell homing in these tissues. Here, we show that LPMs, but not SPMs,
are unambiguously involved in the production of this chemokine (Figure 2B and D).
Moreover, CXCL13 is considered as an M2 polarization marker [11], and more precisely that
it is associated with an M2c regulatory phenotype [13]. These findings indicate that LPMs are
involved in homeostasis of the peritoneal cavity. Similarly, IFNGR1 expression was mainly
(27 over 37 cells) LPM-related, whereas not a single SPM expressed this gene (Figure 2B and

D). This observation suggest that LPM, in a Type 1 context (IFNy plus LPS), will rapidly
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undergo a classical activation program leading to increased anti-viral and bactericidal
functions, making this subset an important player in defense mechanisms. In the same way,
LPM could be defined by an increased expression of SRA (Figure 2B and D), a scavenger
receptor involved in numerous functions of macrophages including binding and phagocytosis
of pathogens, but also clearance of apoptotic bodies. Again, this highlights a possible dual
function of LPMs to ensure homeostasis and immune surveillance of the peritoneal cavity. On
the other hand, SPMs presented a more frequent expression of Fizz1 (23 over 37 SPMs) and
Mrcl (22 over 37 SPMs) compared to LPMs. Interestingly the expression of these genes was
highly correlated among SPM subset. First, this argues for an M2 basal phenotype of SPMs
but different from that of LPMs. The expression of Fizz1 (retnla or RELM-alpha) was
previously evidenced in Type 2 evocated contexts, like infections by nematodes, but little is
known about its precise function. The production of Fizz1 by alternatively activated
macrophage participates in limiting the pathogenesis of Type 2 cytokines-mediated
pulmonary inflammation after challenge with Schistosoma mansoni eggs [14]. These findings
are consistent with the reported association between Fizz1 expression and wound healing
macrophage phenotype [15] suggesting that SPMs may also play a role in peritoneal cavity
homeostasis. Similarly, SPMs showed an increased expression of Mrcl (Figure 2B and D), a
gene coding the mannose receptor (MR or CD206) which constitutes another M2 phenotype
hallmark [2]. Beyond the recognition of terminal mannose, N-acteylglucosamine and fucose
residues on glycans attached to proteins found on the surface of some microorganisms [16],
MR is endowed with homeostatic functions including clearance of glycoproteins, including
sulphated hormones and glycoproteins released in response to a pathological event [17,18].
Interestingly, the violin plots presentation of gene expression in single cells, as well as HAC
heatmap (Figure 2B and D), strongly suggest that SPM population could be further divided

into two subsets. This was even more evident when considering the expression of Fizz1 and
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Mrcl genes. We thus compared the gene expression between single cells and pooled MF
subsets. For most of the genes analyzed in the LPM subset, gene expression was comparable
between single cells and the pool (Figure 3A). However, Fizz1 expression was strikingly
different. Indeed, only 6 over 37 individual cells expressed this gene, and yet, analysis of
pooled LPMs indicated a robust mean expression (Figure 3A). Similarly, analysis of SPMs as
a pool distorted the analysis of expression of several genes. Moreover, as expected, it
completely biased the analysis of Fizz1 or Mrcl, whose expression is not uniform within the
SPM subset (Figure 3B). Flow cytometry analysis of MR expression at the surface of SPMs
showed that around 55 % of SPMs expressed significant levels of MR, thus confirming gene
expression data (Figure 3C). Undoubtedly, phenotype analysis of monocyte/macrophage
populations at the single cell levels using the highly standardized Fluidigm system will help in
extending knowledge on macrophage signatures according to tissue, pathological conditions,
inflammatory status or even species. Our study sheds a new light on mouse PerMF phenotype
at steady state were LPMs appeared as a rather homogenous population characterized by the
exclusive expression of Cxcl13 and IFNGR1, and increased expression levels of SRA and
Ccl24 in a lesser extent. Inversely, SPMs seemed to be divided into two subsets according to
Fizz1 and Mrcl expression. A contamination of the SPM subset by non yet-identified cells
remains possible although our sorting strategy excluded the most evident hypothesis including
eosinophils or dendritic cells. Indeed, both these cell populations express low levels of F4-80.
Post-sorting analysis of the SPM subset in forward and side scatter was not consistent with a
contamination by eosinophils (data not shown). Moreover, high expression of Krupell-like
factor 4, KIf4 (Figure 2B), which is restricted to the monocytic lineage [19], definitely rules
out this hypothesis. Next, contamination by dendritic cells is also unlikely as F4-80 is not
expressed on peritoneal dendritic cells [4, 20] and sorted SPM were CD11¢™.1t is thus

difficult to figure out if these PerMF are independent populations or, in contrast, are
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interconnected as intermediates of differentiation in which SPM would be a transitory stage to
the LPM final stage. Previous experiment performed to track cell fate evidenced that LPM do
not differentiate into SPM, but the contrary was not determined [4]. Using BrdU uptake and
cell tracking experiments, it was demonstrated that LPMs (F4-80"%") are long-lived and
require little hematopoietic input for steady state maintenance [10]. Moreover, Schulz et al.
found that F4-80 expression levels on macrophages correlated with yolk sac (F4-80™%") versus
hematopoietic (F4-80"") origins [21]. And yet, adoptive transfer experiments showed that a
fraction of LPM originated from transferred SPM and indicated that a yolk sac-derived cell
compartment can be replaced by cells of hematopoietic origin [10]. Consequently, it can be
assumed that, in specific conditions leading to LPM depletion, SPMs can replenish this
compartment and can indeed represent an intermediate differentiation stage of LPM. In the
other hand, it was reported that SPMs could originate from blood monocytes based on
observations conducted upon thioglycolate or LPS intraperitoneal administration [4]. These
stimulations resulted in a fast and intense recruitment of Ly6C"", MHC-11" blood
monocytes in the peritoneal cavity that, according to the mentioned study, differentiate into
SPM-like cells that are phenotypically indistinguishable from typical resident SPM in
peritoneal cavities of unchallenged animals. As thioglycolate-elicited macrophages are a
common model for immunology and host-pathogen interaction studies, we decided to
evaluate if, as stated, SPMs originated from blood monocytes that are recruited upon
thioglycolate injection and were truly comparable with resident SPMs. The comparison of
gene expression between pools of resident-SPM and of recruited-SPM (collected 4 days after
thiglycolate injection), further designed Thio-MF, revealed striking differences. Indeed,
compared to resident-SPMs, Thio-MF showed an increased expression of several genes
including Tnfa and Ccl5 which are typical markers of the M1 phenotype [2] (Figure 4). Yet,

none of the two cell subsets expressed inos suggesting that thioglycolate elicitation in itself is
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not sufficient to promote nitric oxide synthesis pathway. Conversely, the expression of M2
canonical genes such as Klf4, Fizz1l, Mrcl or PPARG was sharply decreased in Thio-MF
(Figure 4). Taken together these observations strongly suggest that thioglycolate elicitation
primes the classical activation pathway in recruited monocytes that further differentiate into
peritoneal macrophages. Although sharing some minor similarities with resident SPM as
observed by flow cytometry, macrophages recruited upon thioglycolate administration are
definitely no longer comparable with homeostatic resident peritoneal macrophages. In our
opinion, this strong phenotypic alteration should be kept in mind when using thioglycolate-
elicited peritoneal macrophages as a model for macrophage studies. Furthermore, the
expression of LPM signature genes, Cxcl13, SRA and Ccl24, but not IFNGR were increased in
Thio-MFs compared to SPMs. This was confirmed by comparison of pool of LPMs with
Thio-MF cells that revealed similar expression levels for these genes, excepted for IFNGR
that remained exclusive to pooled LPMs. These results provided additional evidences that, as
previously suspected, a fraction of the newly recruited inflammatory macrophages may partly

reconstitute the resident LPM compartment.

As a conclusion, our study brings new insights on the phenotype of resident peritoneal
macrophages. Owing to our single-cell analysis, we defined a molecular signature specific of
each subset of peritoneal macrophages. Despite a clear phenotypic diversity, it can be
assumed that both subsets operate homeostatic functions. Undeniably, studying macrophage
phenotype across the single-cell levels provides a powerful mean to uncover and investigate
the highly plastic and diverse population of resident macrophages at steady state or under

various inflammatory or pathologic conditions.
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Figure legends:

Figure 1

The gating strategy used to analyze and isolate resident LPM and SPM. Doublets, cell debris
and dead cells (7-AAD") were excluded by electronic gating as indicated. LPM and SPM
were sorted after gating on CD115" cells and according to the expression and intensity of F4-
80 and CD11b: LPM (F4-80"¢" CD11b"9" MHC 11'™) and SPM (F4-80™ CD11b™ MHC
119", Sorted cell were processed and separated with the C1 Single-Cell Auto Prep systems

and analyzed for gene expression with BioMark (Fluidigm™).
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Figure 2

(A) Principal component analysis of single LPM, SPM, M1 and M2 pools. (B) Ascendant
hierarchical clustering analysis of gene expression for each single LPM and SPM cells.
Discriminant genes were highlighted in bold. (C) Random forest analysis for the most
discriminant genes. (D) Violin plot representation of selected gene expression in LPM and

SPM single cells.

Figure 3

(A) Violin plot representation of selected gene expression in single cell LPM (red) vs pooled
LPM cells (black dots and bar=mean) (10° cells, n=3 pools). (B) Violin plot representation of
selected gene expression in single SPM cells (green) vs pooled SPM cells (black dots and
bar=mean) (10° cells, n=3 pools). (C) Flow cytometry analysis and mean fluorescence

intensity of CD206 on SPM (F4-80™) and LPM (F4-80"%").
Figure 4

Comparison of selected gene expression between pooled resident SPM (Green) and pooled

thioglycolate-elicited macrophages (Blue).
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Le compartiment des macrophages constitue un pool de cellules extrémement
hétérogéne destiné a de multiples fonctions dépendant de leur phénotype, de leur localisation
tissulaire et du contexte physiologique de I’organisme. Ainsi, cette incroyable plasticité, a la
fois phénotypique et fonctionnelle, confere aux macrophages un réle central dans de
nombreux processus biologiques tels que le développement et le remodelage des tissus
embryonnaires, I’noméostasie et la surveillance des tissus au sein desquels ils résident et bien
sOr la défense immunitaire. De part cette position centrale, les macrophages sont de véritables
orchestrateurs de la réponse inflammatoire. Le dialogue moléculaire entre macrophages
résidents et cellules effectrices de I’'immunité est un élément fondamental de I’initiation de
réponses immunitaires aussi bien d’un point de vue inné qu’adaptatif. Par ailleurs, leur
participation a la mise en place de processus inflammatoires a I’origine de diverses
pathologies aigues ou chroniques font de ces cellules de potentielles cibles thérapeutiques
[177]. Ainsi, I’altération de leur phénotype et la dérégulation de leurs fonctions consécutives
d’une modification de leur microenvironnement tissulaire, peuvent conduire a une réponse
exacerbée ou au contraire inhibée. Les « Tumor associated macrophages » en sont le parfait

exemple.

Le premier article de cette these avait pour objectif d’étudier le comportement des
macrophages résidents lors d’une infection par Staphylococcus aureus. Bien que I’infection
par voie intrapéritonéale ne soit pas la plus pertinente cliniqguement, il nous est apparu
logique, en particulier au vu des modeles infectieux préexistants a notre étude, de choisir ce
site pour les raisons suivantes. Premiérement, la composition cellulaire de la cavité
péritonéale est tres riche en macrophages, ce qui, vu notre objectif, nous placait dans les
conditions idéales. Deuxiemement, ayant a I’esprit la grande quantité d’études réalisées a
I’aide de macrophages péritonéaux, nous pensions que leur phénotype était parfaitement
décrit. Néanmoins, au fil de nos analyses et de nos guestionnements, nous sommes arrivés au
constat qu’en dehors de toute réaction inflammatoire infectieuse ou stérile, le phénotype basal
des macrophages péritonéaux était assez peu détaillé dans la littérature. C’est d’ailleurs ce
constat qui nous a conduits a réaliser notre seconde étude. Pour finir, la cavité péritonéale
offre de larges possibilités de collecte d’échantillons tels que cellules recrutées ou exsudat
péritonéal, permettant de caractériser avec une tres bonne précision les cellules effectrices et
les médiateurs mis en jeu au cours de la réaction inflammatoire. Ce faisant, nous avons
cherché a préciser les bases moléculaires des mécanismes immunitaires possiblement

impligués dans la résistance ou la sensibilité a I’infection par S. aureus.
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Afin d’identifier ces mécanismes, nous avons comparé les étapes précoces de la
réponse inflammatoire chez deux lignées de souris présentant des différences de sensibilité a
I”infection par S. aureus.

Notre étude confirme que les souris C57BL/6 résistent a I’infection contrairement aux
souris DBA/2. Ce résultat est en parfait accord avec les études initiales qui montrent que les
souris DBAJ/2 succombent & [I’infection suite & une administration intraveineuse ou
intrapéritonéale [248,299]. Selon ces études, la mort des souris DBA/2 résulte d’un sepsis.
Les niveaux élevés de cytokines CXCL1, CXCL2, CCL2 et IL-6 mesurés chez ces souris
confortent cette hypothése. En effet, ces molécules pro-inflammatoires sont généralement
associées au choc septique induit par S. aureus et sont considérées comme des biomarqueurs
pertinents et dont des niveaux tres élevés sont prédictifs d’une issue fatale [295]. Par ailleurs,
I’augmentation de la bactériémie et la forte granulocytose mesurees chez les souris DBA/2
sont également en faveur d’un tel scénario. Ces données suggérent I’existence de réactions
inflammatoires différentess entre souris sensibles et résistantes.

Néanmoins, d’autres phénomenes pourraient expliquer cette différence de sensibilité.
En particulier, il convient de noter que les souris DBA/2 sont déficientes pour le composant
C5 du complément. Bien gu’il soit connu que la déficience en C5 contribue a la sensibilité
d’une variété de pathogeénes, sa contribution dans la sensibilité a I’infection par S. aureus
n’est pas encore clairement démontrée et reste controversée. Dans un sens, il a été montré que
les souris déficientes en C5 ont une moindre élimination bactérienne dans les poumons [362]
ou une moindre survie lors d’une infection par S. aureus [363]. Néanmoins, des résultats
diamétralement opposés ont également été publiés [364,365]. Plus récemment, il a été
démontré que les génes associés a la sensibilité des souris A/J (également déficiente en C5) a
I’infection par S. aureus étaient localisés sur les chromosomes 18, 11 et 8 [299] or, le gene
C5 est localisé sur le chromosome 2 ce qui suggere que cette déficience n’est pas
primairement impliquée dans la sensibilité accrue des souris DBA/2 et A/J. De plus, la
molécule Cba est pro-sepsis [365,366], la déficience en C5a des souris DBA/2 devrait donc
les rendre moins sujettes au développement d’un sepsis. Finalement, la création de cette
déficience dans trois lignées de souris de fond génétique C57BL/6 n’altére pas de facon
significative leur résistance intrinseque a I’infection par S. aureus [299]. Dans leur ensemble,
ces données suggéerent fortement que la déficience en C5a n’est pas le facteur principal
permettant d’expliquer la plus grande sensibilité des souris DBA/2 (ou A/J) a I’infection i.v.

ou i.p. De plus, S. aureus a la capacité de déjouer le C5a en sécrétant des protéines telles que
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SCIN, Efb et CHIPS. En effet, SCIN bloque I’activité de la C3b convertase empéchant la
production de C5a [328]. De méme, Efb bloque I’activation des voies classiques et alternes
en se liant au C3, inhibant la production de C5a [327]. Enfin, CHIPS se fixe directement sur

les récepteurs C5a inhibant la réponse des phagocytes au C5a [350].

La caractérisation comparée des réponses inflammatoires initiées chez ces lignées de
souris suite a I’infection a mis en évidence deux phénomenes d’importance.

Premierement, les analyses par cytométrie de flux ont clairement démontré un afflux
de PMN plus rapide, et donc plus intense, chez les souris C57BL/6 précocement (1 et 2 hr
p.i.). Cela constitue une observation essentielle car il est bien établi que I’intensité et la
précocité de I’afflux des PMN jouent un réle majeur dans le contréle des infections cutanées,
systémiques et péritonéales a S. aureus [248,310,367]. Le cas des infections pulmonaires est
plus complexe et nous reviendrons sur ce point plus tard dans la discussion.

Deuxiéemement, la caractérisation et la quantification des cytokines produites dans
I’exsudat péritonéal au cours de I’infection ont révélé une production massive des cytokines
associées a I’activité NF-kB telles que le TNFa, I’IL-6, CXCL1, CXCL2 ou encore CCL2
chez les souris DBA/2. Inversement, nos analyses ont mis en évidence une libération précoce
d’IL-1B chez les souris C57BL/6. Ces observations suggeéraient une orchestration différente
des premieres étapes de la réaction inflammatoire entre ces deux lignées de souris. Au vu de
leurs fonctions, nous avons focalisé notre attention sur les macrophages résidents
[96,284,368,369].

Le suivi par cytométrie de flux des macrophages péritonéaux a mis en évidence une rapide
diminution de leur nombre suite a I’épreuve i.p. chez les souris C57BL/6. En comparaison, le
nombre de macrophages péritonéaux est peu modifié chez les souris sensible jusque 2 hr p.i..
Deux hypothéses ont été envisagées pour expliquer ce phénoméne. La premiere consistait a
évaluer la migration des macrophages résidents en dehors de la cavité péritonéale vers les
noeuds lymphatiques et la rate. Le marquage des macrophages résidents a I’aide d’un traceur
fluorescent nous a permis de tracer leur présence dans différentes structures lymphatiques
drainant la cavité. Néanmoins, nous n’avons pu trouver trace de ces cellules dans les
structures prélevées 1 hr apres infection démontrant I’absence de migration des macrophages
peritonéaux. L autre hypothése impliquait la mort de ces cellules. De fagon surprenante, lors
de I’analyse en cytométrie des macrophages, nous n’avons jamais enregistré de marquage
franc avec le 7-AAD, un marqueur couramment utilisé pour éliminer les cellules mortes de

I’acquisition. Néanmoins, le marquage avec I’Annexin V s’avérait positif et dans une plus
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grand proportion chez les souris C57BL/6. L’Annexin V est un marqueur d’apoptose [370] se
liant a la phosphatidylsérine exposée a la membrane des cellules en cours de mort
programmeée. Cependant, la cinétique décroissance du nombre des macrophages péritonéaux
(< 1hr chez les souris C57BL/6), n’était pas compatible avec le processus apoptotique
généralement plus lent [371]. Nous avons des lors utilisés d’autres marqueurs de mort
cellulaire (intercalants de I’ADN) mais de poids moléculaire plus faible que celui du 7-AAD.
Ainsi, via un marquage au bromure d’éthidium nous avons pu mettre en évidence une
fréquence accrue de macrophages double positifs Annexin V — EtBr chez les souris résistantes
en comparaison des souris DBA/2. Ces observations sont compatibles avec les études
montrant la capacité de S. aureus a induire précocement la mort des cellules in vitro sur des
lignées cellulaires macrophagiques [333,334] ou sur des macrophages péritonéaux [338], et in
vitro et in vivo sur des macrophages périvasculaires [284]. Cependant, les processus de mort
cellulaire n’ont jamais été clairement démontrés in vivo. Ces observations indiquent la
formation de pores dans la membrane des cellules, ce qui avec la cinétique du phénomeéne,
suggerait la mise en place d’un programme de mort cellulaire appelé pyroptose. Pour
confirmer cette mort cellulaire, nous avons analysé I’ensemble des marqueurs caractéristiques
de ce processus. La détection de caspase-1 active au sein des macrophages associée a une
importante sécrétion d’IL-1B et a la libération de LDH dans les exsudats péritonéaux
confirmaient cette hypothése. L’activation de caspase-1 suggere également I’implication de
I’inflammasome ce qui est en cohérence avec de précédents travaux mettant en évidence la
relation entre S. aureus et ses toxines avec ce complexe multimoléculaire [281,298,332,338].
En effet, ces études montrent in vitro que S. aureus ou ses toxines, et en particulier I’a-
hémolysine, induit la formation de I’inflammasome NLRP3, dépendant de ASC, dans les
cellules monocytaires conduisant a I’activation de la caspase-1, a la libération d’IL-1p et a la
lyse cellulaire mesuré par la libération de LDH. La stimulation par S. aureus, ou ses toxines,
de cellules monocytaires déficientes NLRP3-/- ou ASC-/- ne permet pas I’activation de la
caspase-1 dont dépend la libération d’IL-1p, elle méme mise en évidence par une déficience

en caspase-1.

Différentes cinétigues de pyroptose : les causes

Ces différentes cinétiques de pyroptose peuvent avoir plusieurs origines.
Premierement, elles pourraient s’expliquer par une différentielle du récepteur de I’a-
hémolysine, ADAM10 [87,284,298,332,335]. En effet, I’activation de I’inflammasome
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NLRP3 observée dans ces études est dépendante de I’a-hémolysine de S. aureus. L’a-
hémolysine se fixe spécifiqguement sur le récepteur ADAM10 présent principalement sur les
cellules épithéliales et les macrophages. Cette interaction permet la formation de pore dans la
membrane conduisant a I’activation de I’inflammasome et a la lyse cellulaire. Cependant, nos
analyses par cytométrie de flux n’ont pas révélé de différence d’expression d’ADAM10 a la
surface des macrophages péritonéaux de souris C57BL/6 et DBA/2 ce qui a priori invalide
cette hypothese. Le phénotypage moléculaire par QPCR a haut débit des macrophages
peritonéaux des deux lignées de souris et en dehors de toute infection, indique d’autres
hypothéses. En premier lieu, ces analyses ont montré que I’expression de certains genes
essentiels au fonctionnement de I’inflammasome tels que nlrp3 (NLRP3), pycard (ASC) ou
caspase-1 [281,298,331,332,338] était comparable entre les deux lignées de souris. Ce
résultat prouve que I’inflammasome est, selon toute vraisemblance, fonctionnel dans les deux
lignées de souris. Néanmoins, ces analyses ont permis de mettre en évidence des différences
phénotypiques majeures entre les macrophages issus des deux fonds génétiques. D’un cote,
trois génes parmi ceux analysés sont plus exprimés dans les PerMF de souris DBA/2
comparés a ceux des souris C57BL/6 : resistin-like a (fizz1), arginase-1, et signr3 qui sont
assurément considérés (dans une moindre mesure pour signr3) comme marqueurs des
macrophages actives alternativement, aussi appelés macrophages polarisés M2 [372,373]. De
I’autre coté, les PerMF de souris C57BL/6 expriment, comparé aux macrophages issus de
DBA/2, un panel de génes plus large et difficilement associable a un seul état de polarisation
défini. Les genes il12, ccl4, ccl5 et tnfa sont des marqueurs des macrophages activés
classiqguement (polarisés M1) alors que les genes chitinase 3-like (chi3I3), ccl17 et mannose
réceptor 1 (mrcl) sont associés a une polarisation M2 [372]. Peu de données sont disponibles
concernant le phénotype précis et la fonctionnalité des PerMF résidents a I’état basal. Bien
que les macrophages résidents soient souvent associés a un profil « M2-like » assurant le
maintien de I’homéostasie a I’état basal [185,186], les PerMF des souris C57BL/6 semblent
plus orientés vers un phénotype M1 comparées aux souris DBA/2 dont les PerMF semblent
plus engagés vers I’extrémité du phénotype M2. Ces données reflétent bien le continuum
d’états phénotypiques que peut avoir un macrophage. Afin de confirmer I’hypothése d’un
impact du phénotype basal des macrophages sur la cinétique de pyroptose et la mobilisation
de I'inflammasome suite a la stimulation par S. aureus, nous avons altéré in vitro le
phenotype basal de macrophages dérivés de moelle osseuse (BMDM) des 2 lignées de souris
de facon a les engager vers un profil d’activation classique ou alternatif. L’analyse des

niveaux d’activation de caspase-1 et de libération d’IL-1B montre que les cellules possédant
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un phénotype plus orienté vers la voie M1 ont une meilleure capacité a mobiliser leur
inflammasome en réponse a S. aureus comparé aux macrophages possédant un phénotype
M2. Ces résultats sont en accord avec une précédente étude démontrant une moindre
induction de I’inflammasome au sein des macrophages M2 suite a une stimulation par I’ATP
via les récepteurs purynergiques [232]. Les résultats obtenus dans notre étude démontrent
gu’il en va de méme lors d’une exposition des macrophages a S. aureus. Par ailleurs, nous
avons observé que les BMDM polarisés M1 issus des souris DBA/2 ont une moindre capacité
a mobiliser I’inflammasome que ceux des souris C57BL/6. L’analyse de I’expression de génes
marqueurs des deux états de polarisation a révélé une plus faible expression d’inos indiquant
une moindre activation classique dans les cellules DBA/2. Ces résultats soulignent a nouveau
les différences biologiques entre macrophages de ces deux lignées. Cette différence génétique
de polarisation des macrophages a été reportée dans un modeéle de stéatose hépatique non
alcoolique entre les souris C57BL/6 et BALB/c [374]. Ceci étant, la reproduction de ces
expérimentations avec des macrophages différentiés de monocytes humains démontre a
nouveau le lien entre phénotype basal des macrophages et les cinétiques de pyroptose induites

par S. aureus.

Différentes cinétiques de pyroptose : les conséguences

La participation de la pyroptose dans I’inhibition de la croissance bactérienne est
connue, en particulier dans le cadre des infections par des bactéries intracellulaires [375-377].
En effet, la lyse cellulaire résultant de la pyroptose permet d’exposer les bactéries qui dans
certains cas profitent de la séquestration par le macrophage pour demeurer masquées et
protégees de I’action des autres cellules effectrices de I’immunité. De plus, la lyse de la
cellule entraine la libération des enzymes lysosomiales dans le microenvironnement ce qui
renforce I’action bactéricide locale [378]. Par ailleurs, caspase-1 favorise I’acidification du
phagosome et contribue ainsi a la restriction de la croissance bactérienne [281]. La diminution
significative de la charge bactérienne présente dans I’exsudat péritonéal des souris C57BL/6
30 minutes apres infection pourrait refléter I’effet de la pyroptose plus précoce des

macrophages résidents de ces souris.

Les cinétiques respectives de pyroptose des PerMF modifient le profil précoce de

sécretion de cytokines entre les souris C57BL/6 et DBA/2. En plus de favoriser une libération
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précoce d’IL-1p par les PerMF, la pyroptose induite semble limiter la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoire dépendante de NF-kB. En effet, la survie prolongée des PerMF des souris
DBA/2 permet la sécrétion d’une quantité importante cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires, telles que CXCL1, CXCL2, IL-6 et TNFa. Ce résultat est cohérent des
mesures effectuées a partir des exsudats péritonéaux. De facon surprenante, cette
surproduction de chémokines CXCL1 et CXCL2 n’entraine pas un recrutement en PMN
exacerbé puisqu’a 4hr p.i. le nombre de PMN péritonéaux est équivalent entre les deux
lignées de souris. Au contraire, nous avons méme observé que le recrutement des PMN est
plus précoce chez les souris C57BL/6 résistantes qui produisent moins de ces chemokines.
Ces résultats sont confirmés par les essais de chémotaxie in vitro mettant en évidence une plus
grande chémoattraction des PMN dans les surnageant de macrophages C57BL/6 stimulés par
S. aureus et collectés a des temps précoces. Ainsi, il semble qu’il puisse y avoir un lien entre
cinétique de pyroptose et recrutement des PMN. Au dela de la sécrétion d’IL-1p et d’IL-18 la
pyroptose entraine la lyse de la cellule et la libération de nombreux signaux pro-
inflammatoires [339,379]. Les DAMPs (Damage-associated molecular patterns) alors libérées
induisent le recrutement des leucocytes, notamment des PMN, au site inflammatoire et initient
la sécrétion de cytokines [379]. Il est donc envisageable que la mort rapide des PerMF de
C57BL/6 par pyroptose favorise un recrutement précoce de PMN et contribue ainsi a la
limitation de la prolifération locale des bactéries. Toutefois, il reste difficile d’évaluer quelle
part du mécanisme que nous avons décrit influe positivement ou négativement sur le devenir
de I’infection. Indéniablement, le recrutement des PMN-inflammasome dépendent via la
signalisation de I’IL-1b joue un réle majeur. En effet, des souris déficientes IL-1R-/-, IL-1B-/-
, ou ASC-/-, ont toutes un recrutement en PMN fortement diminué et sont toutes trés sensibles
a I’infection par S. aureus [287,300,301]. Ces souris ayant toutes le méme phénotype, il est
malaisé de déterminer si c’est la production d’IL-1b qui est déterminante ou si c’est le
processus de pyroptose en lui-méme. Dans le méme ordre d’idée, la contribution des
chemokines CXCL1 et CXCL2 reste incertaine. Classiquement, ces chemokines sont
reconnues pour exercer une forte influence sur le recrutement des PMN et sont donc
largement considérées comme essentielles a la mise en place d’une réponse immunitaire
efficace et bénéfique. Néanmoins, dans le cadre des infections staphylococciques, leur role
pourrait étre tout autre, tout du moins si leur sécrétion devait étre exacerbée, comme tel est le
cas dans les souris DBA/2. En attestent les résultats suivants : I’administration exogene de
CXCL1 et CXCL2 dans un modele intrapéritonéal ou sous cutané d’infection par S. aureus,

augmente a la fois la mortalité des souris et la charge bactérienne [285,310]. A I’inverse, le
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blocage de CXCR?2, le récepteur de ces chemokines, améliore I’élimination des bactéries dans
les infections des plaies par S. aureus [285]. Il a aussi été montré que la production locale de
chimiokines CXC pouvait retarder I’apoptose des PMN, un mécanisme crucial pour éviter le
détournement des PMN par S. aureus et pour prévenir des dommages tissulaires collatéraux
[341]. En effet, dans un contexte riche en chimiokines CXC, les PMN internalisent S. aureus
mais ne tuent pas la bactérie [310]. De plus, le récepteur de ces chemokines (CXCR2)
constitue une cible majeure pour les leucotoxines produites par S. aureus [98]. La régulation
de I’expression de CXCR2 sous une forte influence de CXCL1 et CXCL2 n’est selon nous
pas décrite a ce jour. IL est possible que I’expression de CXCR2 soit dans de telles
circonstances up régulée ce qui favoriserait par conséquent la lyse des PMN via les
leucotoxines comme LUKED [98]. Au-dela de I’intensité du recrutement des PMN, il est
probable que la vitesse de ce phénomene joue également un réle important. La quantification
des charges bactériennes associées aux exsudats péritonéaux montre indéniablement une
moindre élimination des bactéries chez les souris DBA/2 et ce dés 2 hr p.i. L’utilisation d’une
souche de S. aureus exprimant la GFP révele une répartition de la charge bactérienne
totalement différente entre les deux lignées de souris. Dans le cas des souris C57BL/6, les
bactéries sont rapidement libérées des macrophages qui meurent par pyroptose pour étre
ensuite prises en charge par les PMN précocement recrutés. Ces résultats sont en accord avec
d’autres modeles de péritonites associés a un sepsis qui indiquent que le recrutement précoce
et intense de PMN diminue efficacement la charge bactérienne locale et améliore la survie
[380]. De méme, dans des modeles d’infection sous cutanée ou intraveineuse par S. aureus,
un recrutement moindre de PMN est associé a la sensibilité avec un moindre controle de la
charge bactérienne [248,287,367]. Inversement, la pyroptose retardée des macrophages
entraine la séquestration des bactéries et s’associe a un défaut initial de recrutement des PMN.
En outre, il est intéressant de noter qu’il a été montré que S. aureus est capable de survivre et

de se répliquer activement dans les macrophages humains pendant plusieurs jours [357].

Finalement, le phénotype des PMN recrutés pourrait lui aussi influer sur I’évolution
de IPinfection. En effet, les PMN peuvent présenter différents phénotypes selon le
microenvironnement dans lequel ils sont recrutés. Ces phénotypes apparaissent alors
hétérogenes selon la sensibilité de I’individu a I’infection par S. aureus ou L. major, avec une
production différentielle de cytokines et chimiokines, et une expression différente de
marqueurs de surface [309,381]. Ainsi, le contexte de recrutement du PMN impacte non

seulement sur I’intensité de I’afflux en PMN mais aussi sur leurs fonctions avec des
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conséquences majeures sur la réponse inflammatoire qui en découle [309,382,383]. Le
contexte généré par les différentes cinétiques de pyroptose pourrait influer sur le phénotype
des PMN recrutés au sein des deux lignées de souris. Dans nos conditions expérimentales, nos
analyses montrent qu’il n’existe pas de différence intrinséque dans la capacité des PMN naifs
issus de chaque lignée de souris a tuer S. aureus. De plus, I’activation de ces PMN naifs a
I’aide d’exsudats péritonéaux collectés de chaque fond génétique en cours d’infection, certes
améliore la capacité bactéricide des PMN mais ne permet de mettre en évidence de différence
selon I’origine des PMN ou des exsudats péritonéaux. Nous pouvons en conclure que les
différents contextes inflammatoires orchestrés par la cinétique de pyroptose ne modulent pas
différentiellement la bactéricidie des PMN. Par contre, nous avons montré que les PMN de
souris C57BL/6 produisent des niveaux d’IL-1B trés nettement supérieurs aux PMN de
DBA/2. C’est une observation importante car il a été montré que les PMN producteurs d’IL-
1P étaient nécessaires pour la formation d’abces et le contréle de I’infection sous cutanée par
S. aureus [286]. En revanche, la fréquence des PMN produisant de I’IL-10 est bien supérieure
chez les souris DBA/2 ce qui est susceptible de participer négativement au devenir de
I’infection. En effet, la production d’IL10 par les PMN est connue pour supprimer I’activité
des monocytes inflammatoires dans les sepsis polymicrobiens, entrainant une moindre
élimination des bactéries et une issue fatale [323]. De méme, I’expression induite d’IL-10
dans les étapes précoces (<6hrs) d’une infection pulmonaire par Pseudomonas aeruginosa
diminue I’influx des PMN et limite la bactéricidie ce qui entraine une surproduction de
CXCL1 qui s’accompagne ultérieurement de dommages tissulaires et d’une augmentation de
la mortalité [384]. Outre cette production différente de cytokines, les PMN des 2 lignées de
souris présentent des phénotypes différents de par leur expression de CD11b et de CD49d.
Chez les souris C57BL/6 nous avons mis en évidence un recrutement plus important de PMN
CD49d+ avec une expression de CD11b plus intense, indiquant un phénotype plus activé
comparé aux PMN des souris DBA/2. Bien que non évalué dans notre travail, il serait
intéressant de tenter d’établir un lien entre phénotype de ces PMN et sécrétion cytokinique.
Néanmoins, il existe quelques indices dans la littérature. Ainsi, Tsuda et al. (2004) ont mis en
évidence I’existence de différentes sous-populations de PMN suivant le contexte
inflammatoire de I’héte [309]. En créant un syndrome de réponse inflammatoire systémique
(SIRS) d’intensité modérée ou sévéere apres brulure au second ou au troisieme degré, ils ont
généré deux populations distinctes de PMN. Ces populations de PMN se distinguent
notamment par I’expression de CD49d, CD11b et de certains TLRs. Il est a noter que, tout

comme dans notre étude, ces populations de PMN ne semblent pas avoir d’activité bactéricide

162



différente. Cependant, le transfert de ces populations module fortement la sensibilité a une
infection par S. aureus (une souche de type SARM). Dans ces circonstances, les PMN
CD49d+ (PMN-I) conferent une résistance contrairement aux CD49d- (PMNII). De plus, ils
ont associée les PMN CD49d- avec une production d’IL-10, comme les souris DBA/2 de notre

étude.

Cette différence fonctionnelle des PMN entre les 2 lignées de souris pourrait impacter
sur le recrutement des monocytes inflammatoires. En effet, la sécrétion des PMN, de méme
que les protéines de leurs granules, recrutent et activent directement les monocytes
inflammatoires et régulent leur activité antibactérienne [241,309,319-324]. Dans notre étude,
on observe un recrutement doublé de monocytes inflammatoires a 12hrs p.i. dans les souris
C57BL/6 comparées aux souris DBA/2. En effet, I’'IL-1B produit par les PMN des souris
C57BL/6 favorise le recrutement et la rétention des macrophages [385], contrairement a I’IL-
10 produit par les PMN des souris DBA/2 qui inhibe I’activité des monocytes inflammatoires
[323]. La coopération entre les cellules monocytaires et les PMN est bien connue. En effet,
plusieurs études suggeérent que les PMN sont capables de moduler le phénotype des
macrophages par la production de médiateurs solubles ou via I’élimination des PMN
sénescents par les macrophages [241,322,324]. Cependant, dans le cadre des infections a S.
aureus, la contribution des PMN dans la modulation du phénotype des macrophages est
encore peu étudiée. Dans I’étude de Tsuda et ses collaborateurs, ils ont aussi montré que ces
deux populations distinctes de PMN activaient différentiellement les macrophages [309]. Les
PMN des souris résistantes (PMN-1) activent classiqguement les macrophages (M1), alors que
les PMN des souris sensibles (PMN-II) induisent la génération de macrophages actives
alternativement (M2). Une prédominance de macrophages M1, produisant des cytokines pro-
inflammatoires, semble avoir un réle bénéfique dans I’infection par SARM, alors qu’une
prédominance de macrophages M2, produisant des cytokines anti-inflammatoires, semble
avoir un réle délétére. Ainsi, la production de cytokines par les PMN module I’activation des
macrophages et pourrait orienter la réponse a S.aureus. En effet, I’état de polarisation du
macrophage semble étre un processus majeur dans la résolution de I’inflammation ou la
persistance de I’infection [249,309,325]. Dans ces études, une polarisation vers le phénotype
M2 est toujours associée a la sensibilité a I’infection par S. aureus. Cependant, un programme
de polarisation M1 trop prolongé peut aussi étre délétere pour I’héte, générant une
inflammation excessive [168,231-233]. L’analyse des génes exprimés par les monocytes

inflammatoires a 16hrs p.i. montre bien que les monocytes des 2 lignées de souris sont
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différents. Bien que les monocytes des souris C57BL/6 expriment plus fortement 2 génes
(Ym1 and IL-10) associés a un programme de polarisation M2, ils expriment aussi des niveaux
plus élevés d’iNOS et de CCL5 qui sont caractéristiqgues du phénotype M1. L’expression
d’iNOS permettrait ainsi de mieux contrbler la charge bactérienne, CCL5 d’induire une
amplification du recrutement monocytaire, avant enfin de switcher vers un phénotype M2
résolutif par I’expression d’IL-10 et de Yml. En effet, d’autres modeles ont montré une
activation atypique des macrophages, avec des caractéristiques des phénotypes M1 et M2
[231,386,387]. Bystrom et ses collaborateurs ont ainsi montré que lors d’une péritonite induite
par du zymosan, les macrophages associés a la résolution de I’inflammation présentaient des
caractéristiques communes aux phénotypes M1 et M2 [387]. Ces macrophages exprimaient
des hauts niveaux d’IL-10, mais aussi d’iNOS, comme dans notre modele. L’ association de
différents signaux pro-M1 ou pro-M2 entrainerait donc I’apparition de macrophages avec une
signature chimérique. De méme, les macrophages des souris DBA/2 expriment plus fortement
2 genes caractéristiques du phénotype M1 (IL6 et IL12b), mais expriment aussi plus fortement
Dectin-1, CCL17 et Signr3 qui sont associés au phénotype de polarisation M2 [215,373,388].
L’expression concomitante d’IL-12 et de dectin-1 a été associée a un défaut de résolution
dans un modele d’ulcere veineux chronique [233]. Dans les souris DBA/2, la production d’IL-
10 par les PMN inhiberait I’activité bactéricide « pro-M1 » des monocytes recrutés et ne
permettrait pas de contrbler la charge bactérienne [323]. Ainsi, d’une part I’orientation des
macrophages vers un phénotype M2 avant I’élimination de la bactérie ne permettrait pas le
contr6le de I’infection, et d’autre part, la production d’IL6 amplifierait I’évolution vers un
choc septique. En accord avec notre étude, Tsuda et al ont montré que la forte sécrétion de
CCL17 est associée a la sensibilité alors que la forte production d’iNOS et CCL5 est associee
a la résistance a I’infection par SARM [309]. Tsuda et al ont conclu que les souris sensibles
induisent un phénotype M2 et que les souris résistantes induisent un phénotype M1 sans que
d’autres géenes n’aient été analysés. Sachant que les macrophages ne sont pas limités a ces 2
phénotypes et qu’ils sont plutét dans un continuum d’activation, ces conclusions semblent
peut étre trop tranchées. Plutét, c’est [I’équilibre étroit entre les signaux du
microenvironnement dépendant du degré d’inflammation et les différents états de polarisation
du macrophage générés en conséquence qui permet le contréle de I’infection. Cependant,
notre analyse est également critiquable car nous avons analysé les monocytes a 16hrs p.i.,
alors qu’ils sont en cours de différenciation en macrophages. Les génes exprimés pourraient
de fait varier si I’analyse avait été réalisee sur des macrophages pleinement différencies.

Néanmoins, il est indéniable que les monocytes sont différents entre les 2 lignées de souris. Il
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est maintenant essentiel d’établir le lien entre ces phénotypes et celui des PMN recrutés. Ceci
étant dit, en raison de I’incompatibilité des molécules de classe I, les fonds génétiques utilisés
dans notre étude représentent un frein majeur aux expérimentations de transfert de cellules qui

auraient permis de telles confirmations.

Pour tenter de palier a cet obstacle nous avons essayé de reconstituer un phénotype
C57BL/6 résistant en induisant précocement I’inflammasome des souris DBA/2. L’utilisation
de I’ATP ou de la nigéricine, deux inducteurs de I’inflammasome, diminue le nombre de
macrophages dans les souris DBA/2 traitées dans des proportions similaires a celles observées
chez les souris C57BL/6 suite a I’infection par S. aureus (et sans traitement inducteur). Cette
diminution des macrophages résidents est corrélée a la production d’IL-1p. Ces inducteurs de
I’inflammasome restaurent ainsi dans les souris DBA/2 un taux de pyroptose comparable a
celui des souris C57BL/6. Par ailleurs, on constate que cette pyroptose induite précocement
dans les souris DBA/2 inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa,
CXCL1 et IL-6 dans les souris DBA/2 et restaure des niveaux comparables a ceux des souris
résistantes. Ces expériences confirment qu’une pyroptose rapide empéche la production des
cytokines pro-inflammatoires nécessitant I’induction d’NF-kB. Ainsi, la cinétique de
pyroptose module indéniablement le profil de réponse inflammatoire induit par les
macrophages résidents péritonéaux. Cette modulation est aussi reflétée par le phénotype des
PMN recrutés. Dans les souris DBA/2 traitées, le pourcentage de PMN CD49d+ est similaire
aux souris résistantes et significativement plus élevé que dans les souris DBA/2 non traitées.
Cependant, la contribution de la pyroptose dans ce processus reste encore a élucider, bien que
le contexte inflammatoire qu’elle génére joue probablement un réle. En dernier lieu, nous
avons évalué I’influence de la cinétique de pyroptose sur le devenir de I’infection. Nous avons
donc évalué la survie des souris DBA/2 traitées suite a I’infection par S. aureus, en
comparaison avec les souris C57BL/6 et les souris DBA/2 non traitées. Le traitement des
souris DBA/2 avec les inducteurs de I’inflammasome améliore partiellement leur survie mais
ne restaure pas un niveau de résistance comparable aux souris C57BL/6. De plus, il est
important de préciser que la nigéricine est aussi appelée azalomycine M ou helixine C due a
son activité antibiotique sur certaine bactérie Gram positive. En revanche, elle n’a pas
d’activité sur S. aureus a 0,5 UM ou a des doses plus faibles [389], et elle a été utilisée dans
cette étude a 0,25 pM. Cependant, ces résultats suggérent que le retard de pyroptose des
macrophages résidents n’est pas le seul mécanisme responsable de la sensibilité des souris

DBA/2 suite a une infection i.p. par S. aureus. Il semble que ce soit la combinaison d’un
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contexte inflammatoire exacerbé, résultant trés probablement d’un retard de pyroptose, avec
d’autres altérations immunitaires dans les souris DBA/2 ne permettant pas un contrdle

satisfaisant de la bactérie, qui conduise au développement du sepsis.

En conclusion, cette étude démontre qu’en association avec la génétique de I’héte, le
phénotype basal des macrophages résidents influence directement I’orchestration précoce de
la réponse inflammatoire induite par I’infection a S. aureus via la voie de I’inflammasome et
la pyroptose qui en résulte. Nous avons fourni la preuve que, au-dela de la libération d’IL-1p,
une pyroptose précoce limite la libération d’une grande variété de cytokines pro-
inflammatoires connues pour contribuer au syndrome de réponse inflammatoire systémique et
son évolution en choc septique. Une meilleure compréhension de la base génétique et/ou des
facteurs environnementaux influencant le phénotype des macrophages a I’état basal et la
facon dont ils se polarisent suite a la rencontre avec le pathogene pourrait rendre possible le
développement de nouvelles stratégies pour la lutte contre les infections bactériennes. Cette
étude offre ainsi de nouvelles possibilités d’interventions ciblées non plus sur le pathogene,

mais sur I’hote et sa réponse.

Phénotype basal des macrophages : Etude approfondie

Les résultats obtenus lors de notre premiere étude suggérent que le phénotype basal
des macrophages péritonéaux résidents varie d’un individu a I’autre ce qui semble influer
guantitativement et qualitativement sur la réponse inflammatoire mise en jeu.

Cela dit au cours de nos travaux, nous avons fait le constat que, malgré le tres grand
nombre de travaux ayant utilisé les macrophages péritonéaux de souris comme modéle
d’étude de la biologie de ces cellules dans différents contextes infectieux ou inflammatoires,
la description de leur phénotype basal reste assez imprécise. Communément, différents agents
induisant une péritonite stérile sont utilisés pour induire le recrutement de « macrophages
péritonéaux » afin d’en récolter d’importantes quantités. La plus connue étant I’administration
de thioglycolate. Néanmoins, ces méthodes posent question car il est tres probable que le
phénotype des macrophages recrutés soit significativement différent des macrophages
péritonéaux résidents.

Par ailleurs, de maniere a accroitre le degré de précision du phénotypage que nous
projetions d’entreprendre sur les macrophages péritonéaux résidents, nous avons opté pour

une caractérisation a I’échelle de la cellule unique. Cette approche nous a en effet permis
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d’appréhender toute la diversité et la plasticité des populations macrophagiques contrairement
aux méthodes plus classiques utilisant des pools de cellules avec comme défaut de moyenner
le phénotype moléculaire et ainsi de gommer des différences importantes entre sous
populations. Par ailleurs, quelques études avaient d’ores et déja souligné la diversité des
populations de macrophages péritonéaux a I’état basal au travers d’analyses en cytométrie de
flux [390,391] ce qui insiste sur la nécessité de ne pas étudier ces cellules en tant que
population homogene. En effet, deux populations ont été identifiées selon la taille et les
marqueurs cellulaires présents a leur surface. Les macrophages de grande taille (Large
Peritoneal Macrophages) représentent environ 90% de la population totale de macrophages
péritonéaux résidents et se caractérisent par une expression intense des marqueurs F4-80 et
CD11b (F4-80"%": CD11b™™"). La seconde population se compose de petits macrophages
(Small Peritoneal Macrophages) présentant une moindre expression des marqueurs F4-80 et
CD11b (F4-80™ : CD11b™). Cependant, le phénotype moléculaire précis de ces 2 populations

n’a pas été évalue.

Actuellement, il est considéré que le phénotype des macrophages résidents s’apparente
au phénotype M2 afin d’assurer I’homéostasie tissulaire [176,177,185,186]. L’analyse de
I’expression de génes caractéristiques de la signature M2 , tels que KLF4, STAT6, STAT3,
SOCS2 et Dectin-1, antagonistes du phénotype M1 [167,373,392,393], confirme le phénotype
M2-like des deux sous populations de macrophages résidents. Néanmoins, notre analyse a
I’échelle de la cellule unique a révélé I’existence de signatures moléculaires spécifiques de
chacune de ces deux populations.

La classification hiérarchique ascendante discrimine parfaitement les LPM des SPM et
I’analyse de type Random Forest montre que cette différence repose principalement sur
I’expression différentielle de six genes. La signature LPM se caractérise par I’expression
exclusive du géne codant pour cxcl13, une chémokine constitutivement exprimée par les
macrophages péritonéaux et impliquée dans le recrutement et I’entretien des lymphocytes B1
de la cavité péritonéale favorisant ainsi une immunité locale efficace [394]. La déficience en
CXCR5 (le récepteur a CXCL13) ou CXCL13 montre un défaut de développement des nceuds
lymphatiques périphériques, un nombre réduit des plaques de peyer et une désorganisation des
follicules primaires dans la rate [395]. De plus, les macrophages péritonéaux pourraient étre
une source physiologique importante de CXCL13 lors de I’inflammation et contribuer au

recrutement des cellules B au site infectieux [395]. Nos données démontrent que le maintien
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de I’homéostatsie du compartiment en lymphocytes B1 est, au sein de la population de
macrophages péritonéaux, exclusivement assurée par les LPM.

De facon concordante, les LPM présentent une forte expression du récepteur
scavenger A (sr-a) également associé au phénotype M2. Ce récepteur est impliqué dans de
nombreuses fonctions biologiques des macrophages dont I’adhésion, I’endocytose des
lipoprotéines modifiées, la liaison et la phagocytose des pathogeénes, la détoxification des
composants spécifiques des pathogenes et I’élimination des cellules apoptotiques ou
sénescentes de I’hdte [396]. L’expression de Sr-A a la membrane des macrophages
péritonéaux, mais aussi d’autres macrophages tissulaires, leur confére un réle de sentinelle
tissulaire et permet d’induire dans certains contextes I’activation du macrophage et la réponse
inflammatoire [244].

Dans le méme ordre d’idées, I’expression exclusive de I’ifngrl, un des récepteurs
cellulaires de I’lFNg, renforce cette notion de sentinelle et suggére que ces LPM pourraient en
présence d’INFg acquérir rapidement un phénotype M1 pro-inflammatoire. En effet, la
stimulation par I’'IFNg active les fonctions microbicides effectrices des macrophages qui
montrent alors une augmentation des capacités de pinocytose, de phagocytose et de
destruction des pathogénes [397]. Les souris déficientes pour I’IFNgR1, bien que leur systéeme
immunitaire semble se développer normalement, présentent une moindre résistance naturelle
aux infections bactériennes, parasitaires et virales [397].

Dans leur ensemble, ces données confirment le caractére homéostatique des LPM et
soulignent leur rdle de sentinelles de la cavité péritonéale capables, le cas échéant, d’initier
une réponse inflammatoire et d’acquérir un phénotype M1.

En comparaison, les SPM expriment un répertoire de génes différent qui se caractérise
principalement par I’expression de Fizzl et Mrcl, tous deux des marqueurs reconnus du
phénotype M2. L’expression de Fizzl, encore appelé retnla pour resistin-like alpha ou
RELM-alpha, est principalement associée a une activation alternative des macrophages et une
régulation négative des genes de polarisation M1 [398]. L’induction de ce gene a été mise en
évidence dans les fibroses pulmonaires ou la protéine Fizzl semble avoir un role
profibrogénique de par sa capacité a induire la différenciation des myofibroblastes et a
recruter les cellules dérivées de la moelle osseuse [399]. Fizz1 est également impliqué dans la
régulation de I’inflammation pulmonaire induite par les cytokines Th2 en réponse aux
infections helminthiques [400]. Au dela de ces informations, les fonctions de Fizzl sont

encore peu connues.
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Le récepteur Mannose (MR), codé par le géne Mrcl, est exprimé a la surface des
cellules dendritiques et des macrophages et permet la reconnaissance puis la phagocytose de
divers pathogenes [401]. Au dela de la détection des résidus mannose, N-acétylglucosamine
ou fucose sur les glucanes fixés aux protéines [402], ce récepteur participe a I’élimination de
certaines glycoprotéines telles que des hormones sulfatées ou des glycoprotéines synthétisées
en réponse a des événements pathologiques. Bien que présentant une signature moléculaire
fortement différente, les SPM pourraient, tout comme les LPM, jouer un réle dans le maintien
de I’homéostasie de la cavité péritonéale. Par ailleurs, de notre approche d’analyse sur cellule
unique, nous avons mis en évidence I’hétérogénéité de la population des SPM. Sur la base de
I’expression des genes Fizzl et Mrcl, cette dichotomie est franche. L analyse par cytométrie
de flux de I’expression du récepteur mannose (CD206) confirme I’existence de deux sous-
populations de SPM. Une contamination par des cellules non SPM co-isolées lors du tri
cellulaire restait envisageable. En effet, F4-80 est théoriqguement exprimé a la surface des
cellules dendritiques [403] et des éosinophiles [404] a des niveaux comparables a ceux des
SPM [390]. Néanmoins, I’analyse cytométrique des SPM triés selon les paramétres de
forward (taille) et surtout de side (granulosité) scatter montre une population SPM avec une
faible granulosité ce qui exclue la contamination par des granulocytes éosinophiles. De méme,
les SPM restent négatifs pour le CD11c, un marqueur générique des cellules dendritiques. En
outre, les cellules dendritiques de la cavité péritonéale n’expriment pas le F4-80 [234,390]. Il
est donc probable que notre population SPM soit un ensemble de deux sous populations de
macrophages. Cette observation représente une démonstration assez convaincante des biais
possiblement associés a I’analyse phénotypique de population cellulaire en tant que groupe de
cellules. En outre, comme le montrent nos mesures d’expression, quelques cellules au sein
d’un pool (1x10° sont susceptibles de fausser significativement le niveau réel d’expression
moyenne d’un géne donné. Dans le cas particulier du compartiment macrophagique, ce type
de biais peut masquer I’hétérogénéité de la population étudiée en gommant la variabilité
phénotypique liée a la plasticit¢ de ces cellules selon leur état de différentiation ou
d’activation et les roles qu’elles doivent assumer dans I’organisme.

Néanmoins, il reste difficile de déterminer si ces populations de SPM ont une fonction
biologique bien déterminée ou s’ils constituent des états intermédiaires de différentiation du
stade final a savoir les LPM. En effet, les expériences de suivi cellulaire précédemment
réalisées [390] ont démontré que les LPM ne se différencient pas en SPM, pour autant la
possibilité contraire n’a pas été etudiée en détail. Le marquage de cellules souches

hématopoiétiques par internalisation de BrdU, un marqueur de division cellulaire, a permis de
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démontrer que le compartiment LPM a une longue durée de vie et ne nécessite pas d’ajout
d’origine hématopoiétique pour se maintenir a I’état basal [391]. Par ailleurs, il est considéré
que les macrophages exprimant des hauts niveaux du marqueur F4-80 avaient une origine
vitelline contrairement aux autres macrophages d’origine hématopoiétique [405]. Pourtant,
une irradiation (souris C57BL/6) suivie d’une reconstitution avec des cellules souches issues
de souris C57BL/6 CD45.1 entraine le repeuplement du compartiment LPM par des cellules
d’origine hématopoiétiques puisque 70% des LPM sont alors CD45.1 [391]. Il semble donc
que dans certaines circonstances conduisant a déplétion du pool de LPM résidents (irradiation,
infection, inflammation etc.) une partie de ce compartiment puisse étre restaurée par un afflux
monocytaire. L’origine des SPM est moins incertaine et, a I’aide de plusieurs modéles de
péritonite stérile induite par I’administration de LPS ou de thioglycolate, a été définie comme
monocytaire [390,391]. Plus particulierement, il s’agirait de monocytes inflammatoires
(Ly6Chigh) qui, une fois recrutés dans la cavité péritonéale, entament leur différentiation en
macrophages « SPM ». Bien que certaines similitudes aient été mises en évidence par
cytométrie entre les SPM résidents et les « SPM » recrutés suite a I’administration de
thioglycolate, cette association reste sujette a caution car aucune caractérisation poussée n’a
été effectuée et rien ne prouve que les SPM recrutés aient conservé un phénotype
homéostatique. Nos résultats confirment effectivement que le phénotype des « SPM » recrutés
est treés altéré. Cette modification se traduit par I’expression de genes usuellement associés a
I’activation classique des macrophages (M1) tels que tnfa ou certaines chemokines
inflammatoires telles que ccl3, ccl4 ou ccl5. En parallele, la diminution de I’expression de
genes tels que KkIf4, mrcl ou fizz1, véritables signatures moléculaires du phénotype SPM
résident, confirme la répression du phénotype M2. De fagon intéressante, nous avons
également pu constater que certains genes caractéristiques du compartiment LPM, a savoir
cxcll3, Sr-A ou encore ccl24 présentent une expression plus marquée dans les SPM recrutés
que dans les résidents. Cette observation est un indice supplémentaire de la probable
participation des monocytes inflammatoires dans la reconstitution de la population LPM. Les
travaux de Yona et al. vont en ce sens et montrent la persistance des monocytes/macrophages
inflammatoires (jusqu’ici appelés SPM recrutés) jusque deux mois apres I’administration de
thioglycolate [183]. Ces cellules acquiérent au cours du temps un phénotype CMHII"" F4-
80"9" a priori comparable a celui des LPM.

Dans ce contexte il apparait difficile de déterminer ou s’arréte le phénotype stable de
la cellule résidente et ou commence le retour a phénotype comparable de la cellule recrutée et

en cours de différentiation. Il semblerait toutefois utile de trouver une terminologie qui
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permette de clairement rendre compte des cellules considérées : résidentes ou recrutées. Selon
toute logique, le terme SPM ne peut s’appliquer a la fois aux petits macrophages résidents de
la cavité péritonéale et aux monocytes inflammatoire qui viennent reconstituer, méme
partiellement, le compartiment macrophagique.

Indéniablement, I’étude du phénotype des monocytes/macrophages tissulaires ou
circulants par le biais de I’analyse a I’échelle de la cellule unique devrait permettre de mieux
appréhender la complexité et la plasticité de ce compartiment cellulaire. Son application sur
d’autres type de macrophages résidents, tels que les macrophages alvéolaires ou encore les
cellules de Kuppfer, permettrait d’accroitre le panel de signatures moléculaires qui leur sont
associées et ainsi de mieux définir les bases mécanistiques de leur différentiation et de leur

activation selon les contextes tissulaires.

Perspectives

La pyroptose était initialement considérée comme un mécanisme pathogénique utilisé
par la bactérie pour détruire les cellules immunitaires de 1’hdte. Cependant elle peut aussi étre
un mécanisme des défenses de I’héte utilisé pour la clairance des pathogénes intracellulaires.
La pyroptose a été bien décrite dans les infections par des pathogenes intracellulaires
permettant de supprimer une niche écologique dans le macrophage conférant la protection de
I’h6te a I’infection [375-377]. Certains pathogénes ont ainsi développé des mécanismes afin
d’inhiber la pyroptose [379]. Dans le cadre de S. aureus, les modéles d’infections sous
cutanées suggerent plutét la lyse cellulaire comme une stratégie d’évasion de S. aureus lui
permettant de pénétrer a travers la barriére des kératinocytes et de lyser les macrophages
périvasculaires, inhibant le recrutement neutrophilique [284,331]. De méme, I’a-hémolysine
de S. aureus a été associée a une pneumonie sévere via un mécanisme impliquant I’activation
de I’'inflammasome NLRP3 et « une mort cellulaire nécrotique » des macrophages induisant la
production d’IL-1pB et d’alarmines qui résultait en des dommages pulmonaires [87]. Il faudrait
ainsi déterminer le réle du phénotype basal des macrophages dans le devenir de ces infections.
Une polarisation orientée M1 a I’état basal serait-elle néfaste au niveau pulmonaire dans la
réponse a S. aureus? Est ce que le phénotype basal module cette libération d’alarmines ? De
plus, il faudrait évaluer I’impact de ces DAMPs libérés sur le recrutement et le phénotype des
PMN recrutés, mais aussi quels facteurs jouent un réle crucial. Le phénotype des PMN
recrutés est peut étre le reflet du contexte inflammatoire généré selon le phénotype basal des

macrophages résidents. Il est donc important de bien considérer le lieu de I’infection, les
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macrophages présentant des caractéristiques intrinséques différentes selon leur localisation
tissulaires, et les réponses de I’héte étant différentes selon la localisation de I’infection. De
plus, méme au sein d’un tissu, il peut exister différentes populations de macrophage avec des
propriétés intrinséques différentes comme le montre notre 2°™ étude.

Ces 2 études apportent ainsi de nouvelles preuves du lien probable entre phénotype
basal des macrophages résidents et leur implication dans diverses situations infectieuses ou
pathologiques. En effet, les macrophages jouent un role clé dans de nombreuses maladies
inflammatoires et dans plusieurs désordres métaboliques. L’état de polarisation des
macrophages a un impact majeur sur le devenir de certaines infections, les différentes formes
de sepsis, I’athérosclérose, I’obésité, la tumorigénése ou encore I’asthme [177,406]. Par
exemple, une altération du microbiote intestinal modifie le phénotype des macrophages
résidents et entraine des répercussions significative sur la résistance de I’hdte a une infection
virale [407]. En effet, les signaux émis par les bactéries commensales régulent |’état
d’activation des macrophages a I’état basal et de ce fait, modulent les réponses immunitaires
innées a une infection virale. A I’état basal, les niveaux d’expression des genes relatifs aux
défenses antivirales sont plus exprimés dans les macrophages péritonéaux des souris saines
comparées aux souris avec un microbiote altére. En effet, les voies de détection des virus, de
signalisation des IFN tels que irf7, statl, stat2 et ifngrl, et de I’inhibition de la réplication
virale sont moins exprimés par les macrophages des souris ayant un microbiote défaillant
comparées aux souris sauvages. Une altération du microbiote résulte ainsi en une moindre
capacité a répondre a une infection virale et aux IFNs. Comme le suggére notre étude, la
génétique de I’hdte peut elle aussi moduler ce phénotype basal et influencer la réponse des
macrophages résidents lors d’une infection. Ce type de biais de polarisation dicté par le fond
génétique de I’hdte a également été observé entre les souris C57BL/6 et Balb/c dans un
modele de stéatose hépatique non alcoolique [374]. Dans ce contexte, une polarisation vers le
phénotype M1 semble associée a la progression de la maladie vers la stéatohépatite. La
pathogenese de la stéatose hépatique non alcoolique et le syndrome métabolique semblent
avoir des mécanismes physiopathologiques communs liés a une résistance a I’insuline [408].
Dans des individus sains, une polarisation M2 des macrophages du tissu adipeux est cruciale
dans la lipolyse et I’homéostasie tissulaire, permettant la prévention de I’inflammation et le
maintien de la sensibilité a I’insuline [409]. Dans le cadre de I’obésité, le tissu adipeux est
constitué principalement de macrophages de phénotype M1 pro-inflammatoire contribuant a
la résistance a I’insuline et au diabete de type 2. La polarisation des macrophages dans

I’obésité et la résistance a I’insuline pourrait étre modifié par des styles de vie, de régime
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alimentaire, des médiateurs humoraux ou certains facteurs transcriptionels [410]. Il est aussi
connu que les macrophages jouent un rdle essentiel dans le développement de
I’athérosclérose. L’accumulation des macrophages de phénotype M1 dans les plaques
d’athéromes en progression semble liée a une élévation du risque d’accident vasculaire
athérothrombotique [411]. De ce fait, des stratégies thérapeutiques capables de repolariser les
infiltrats macrophagiques vers un phénotype M2 pourraient avoir une action protectrice. De
facon similaire, les macrophages associés aux tumeurs (TAM) jouent un rdle crucial dans la
formation du cancer. Lorsque que la tumeur progresse vers la malignité, les TAM contribuent
a I’angiogenese, a I’invasion, aux métastases des tumeurs, et a la diminution de I’'immunité
anti-tumorale [412]. Ces TAM sont généralement associés a un phénotype M2. De ce fait, des
stratégies capables d’induire la polarisation M1 ou d’inhiber le développement du phénotype
TAM M2-like pro-angiogénique sont en cours de développement [413]. En conclusion, une
meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la différentiation des
macrophages et le maintien de leur phénotype basal en fonction des influences
microenvironnementales pourrait offrir de nouvelles pistes de recherche afin de développer de

nouveaux outils diagnostiques ou thérapeutiques.
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Impact of resident macrophage phenotype in early inflammatory response
to S. aureus infection
The objective of this work was to compare the inflammatory response orchestrated by
peritoneal resident macrophages (PerMF) in C57BL/6 and DBA/2 mice, respectively resistant
or sensitive to S. aureus infection. We demonstrated that: (i) upon infection, PerMF of
C57BL/6 mice are dying by pyroptosis at a much higher rate than in DBA-2 mice (ii)
pyroptosis kinetics depends on the basal phenotype of PerMF (M1 or M2) (iii) this kinetics
modulates the early inflammatory response. Using an innovative approach based on single-
cell gene expression analysis, we also characterized two populations of PerMF: LPM and
SPM (large or small peritoneal macrophages). SPM and LPM express different molecules but
both show an M2 phenotype, different from macrophages recruited by thioglycolate.
Altogether, these results prove that the ground phenotype of resident macrophages, in
association with host genetics, directly influences the early inflammatory response induced by

S. aureus infection.
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