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Figure 73. Exemple d'acquisition d'une image durant un mouvement thoracique de type
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Sacer Ignis, le Feu Sacré, est le terme générique par lequel THomme désignait une
affection foudroyante a une époque ou l'absence apparente de cause rendait la
survenue d’'un événement dramatique imputable a une justice divine. La maladie du
charbon n'a pas échappé a cette régle'. Au cours des siécles, plusieurs autres noms
lui furent donnés parmi lesquels « peste sibérienne », « sang de rate » ou « fléau

noir » (Black bane?) reflétant la frayeur qu'inspirait cette maladie.

Dans la littérature antique, plusieurs descriptions d’'une anthropozoonose coincident
avec les symptdbmes de la maladie du charbon. C’est le poéte Homere qui aurait le
premier fait allusion a cette maladie au commencement de I'liade, mais le nom
« Charbon », dvBpakag¢ en Grec, lui fut attribué par le célebre médecin Hippocrate
au Ve gjécle avant J.-C. en raison de la couleur noiratre des lésions cutanées, des
viscéres et du sang des animaux malades. Le poéte Virgile (70 — 19 avant J.-C.) en

fait une description détaillée dans Les Geéorgiques, notant que la maladie est

transmissible a 'Homme et qu'il vaut mieux euthanasier les animaux infectés plutét

que de tenter de les guérird4 :

« Déja la Furie abat les animaux par bandes, et entasse, dans les étables mémes,
les cadavres décomposés par une affreuse pourriture, jusqu'au moment ou l'on
apprend a les couvrir de terre et a les enfouir dans des trous ; car leurs peaux
n'étaient d'aucun usage, et leurs visceres ne peuvent étre ni purifies par les ondes ni
vaincus par la flamme; il n'est méme pas possible de tondre leurs toisons rongées
par la maladie et la saleté, ni de toucher des tissus qui tombent en poussiere ; plus
encore : quiconque essayait de revétir ces funestes dépouilles, voyait aussitét des
pustules ardentes et une sueur immonde couvrir ses membres infects, et ne tardait

plus longtemps a périr dévoré par les atteintes du feu maudit. »

Virgile, Les Géorgiques, livre Il

Jusqu'au XIXé™ sjécle la maladie du charbon reste une des principales causes de
décés de troupeaux a l'échelle planétaire (cf. référence [5] pour une revue des

sources écrites reportant les principales épidémies). La maladie du charbon fut
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notamment responsable d’une épidémie de grande envergure au milieu du XVIIE™e

siecle conduisant a la mort de la moitié de la population ovine européenne.

Bien que la maladie du charbon affecte principalement les herbivores, tous les
mammiféres y compris 'Homme sont susceptibles de la contracter. Chez 'Homme,
elle peut se présenter sous trois formes naturelles selon la voie d’entrée du
pathogéne : cutanée, gastro-intestinale ou pulmonaire (cf. Chapitre 1 pour une
description physiopathologique de ces formes). Maret, en 1752, et Fournier, en 1769,
furent les premiers a consigner une description scientifique du charbon cutané,
notant des « pustules malignes » chez des humains travaillant en contact avec des
animaux (fermiers, vétérinaires), la contamination apparaissant via des lésions
cutanées évoluant en une septicémie fatale en 'absence de traitement. La forme
gastro-intestinale, résultant de lingestion de viande contaminée, est a l'origine de
pertes humaines considérables durant les épidémies de charbon vétérinaire. En
1613 par exemple, la maladie provoqua la mort de 60 000 personnes dans le sud de
Europe. La forme pulmonaire de la maladie fut quant a elle longtemps appelée
« maladie des cardeurs de laine » en raison d'un risque accru d’aérosolisation du
pathogéne provoqué par le processus de cardage. L’inhalation du pathogéne
entraine la contraction de la maladie conduisant a une mort rapide et quasi-inévitable

en 'absence de traitement 7.

L’étude scientifique de la maladie du charbon a conduit a des avancées
considérables dans la compréhension des phénoménes biologiques depuis plusieurs
siecles. En 1780, Chabert fut le premier a fournir une description claire de la
maladie® et Barthélémy a démontrer la possible transmission de la maladie par
inoculation de sang contaminé. En 1850, alors que la maladie décime de nombreux
troupeaux en Europe, Davaine et Rayer décrivent la présence de « petits corps
filiformes » dans le sang de moutons atteints par la maladie du charbon. Ce n'est
pourtant quen 1863 que Davaine prend conscience de limportance de ses
observations : il publie alors un mémoire dans lequel il soupgonne que les batonnets
immobiles qu'il a observés sont vivants et qu'ils sont responsables de la pathologie®.
I montre également que le pouvoir infectieux disparait aprés filtration du sang
contaminé, indiquant clairement que celui-ci réside dans les particules qu’il nomme
« bactéridies charbonneuses » et établissant pour la premiére fois un lien direct entre

un micro-organisme et une maladie.
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La maladie du charbon devint dans les années qui suivirent un modéle d’étude pour
de nombreux chercheurs dont Louis Pasteur et Robert Koch. La premiére culture
pure de la bactérie fut réalisée par ce dernier en 1876, qui la nomme Bacillus
anthracis selon la classification systématique bactérienne établie par le
microbiologiste Ferdinand Cohn. Robert Koch observe pour la premiére fois la
sporulation et la germination de la bactérie, c’est-a-dire la capacité qu'a la bactérie
de passer d’'un état de « spore » (sphére de 1 a 2 uym de diamétre) a celui de
« bacille » (batonnet de 5 a 6 ym de longueur) et vice-versa selon les conditions
environnementales’. Suite a ses travaux sur le bacille du charbon et sur le bacille
responsable de la tuberculose (qui porte son nom), Koch établit quatre principes
nécessaires a la mise en évidence d'un lien de cause a effet entre un agent
pathogéne et une maladie. Ces postulats dits de Koch vont poser les bases de la

microbiologie médicale.

Quelques années plus tard, en 1879, Jacques Chamberland, alors directeur—adjoint
du laboratoire de Louis Pasteur, observe au cours de ses travaux I'existence d’un
état réfractaire chez les animaux guéris d’'une premiére atteinte du charbon ou d’une
inoculation antérieure. Par la suite il développera une souche a virulence atténuée de
B. anthracis par culture a 42 °C, induisant une forme bénigne de la maladie qui
entraine cet état réfractaire : c’est le principe de l'immunisation. En 1881, Louis
Pasteur assisté des médecins Roux, Chamberland et Joubert démontre l'efficacité du
vaccin atténué lors de I'expérience dite de Pouilly-le-Fort (cf. Figure 1). s montrérent
que limmunisation permettait a un troupeau de moutons infectés par une souche
pleinement virulente de résister a linfection alors que les animaux non vaccinés
meurent rapidement!’12. Ce fut un des premiers grands succés de la vaccination,
pavant la voie a son formidable développement au cours des décennies suivantes et
jusqua nos jours. Suite a ces expériences, des campagnes massives de
vaccinations furent réalisées afin de protéger le bétail dans les zones ou le charbon
était endémique. Ce vaccin fut toutefois reconnu par la suite comme étant

susceptible de provoquer la maladie chez certaines espéces’S.
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Figure 1. Expérience de Pouilly-le-Fort en 1881. Dessin de Damblas 1922, © Institut Pasteur.

En 1890, lya Metchnikoff décrit les meécanismes de chimiotactisme et de
phagocytose par l'observation de la capture de spores de B. anthracis par des
cellules sanguines qu’il nomme « macrophages », mécanismes a la base de la

théorie de 'immunité cellulaire'4.

Ce n'est qu'au XX®™ siécle que des chercheurs se penchent sur 'étude du pouvoir
pathogéne du bacille du charbon et mettent en évidence la présence d'une capsule
entourant la bactérie. lls émettent également I'hypothése que la bactérie produit chez
'hote des « agressines »'16, En 1936, Max Sterne isole une souche acapsulée
stable. Cette souche ayant une virulence atténuée, il démontre le réle essentiel de la
capsule comme facteur de virulence'”:'8, Cette souche est encore utilisée a I'heure
actuelle dans la vaccination du bétail. Cependant les souches acapsulées ne sont
pas totalement dépourvues de virulence, et elles impliquent en fait d’autres
« agressines ». C’est a Harry Smith que revint la découverte et la caractérisation de
la nature et de l'activité de ces toxines'®20. || montra que B. anthracis est capable de

sécréter deux toxines binaires, appelées toxine cedémateuse (car conduisant a la
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formation d’cedémes sur les membres infectés) et toxine Iétale (car provoquant la
mort de I'héte aprés infection intraveineuse, cf. Chapitre 1 pour une description de

ces toxines).

Le XXé™e siécle a vu le développement de plusieurs vaccins vétérinaires, notamment
aux Etats-Unis dans les années 19502'-25. Ces vaccins ont toutefois des effets
secondaires rédhibitoires pour une utilisation généralisée ainsi qu'une efficacité

discutée?6-30,

Depuis quelques dizaines d’années, les recherches sur Bacillus anthracis
connaissent un regain d’intérét. Au-dela de l'apparition sporadique de la maladie au
sein des troupeaux et de quelques cas humains (notamment trés récemment chez
des toxicomanes, cf. Chapitre 1), le bacille du charbon est classé par le Center for
Disease Control américain comme agent de catégorie A, c’est-a-dire représentant un
risque majeur d’utilisation bioterroriste au méme titre que le botulisme, la peste, la
variole, la tularémie et les virus des fiévres hémorragiques3'. En effet, durant la
Guerre Froide, les Etats-Unis et I'Union Soviétique entretenaient des programmes
secrets de recherche sur son utilisation a des fins militaires. En 1969 les Etats-Unis
abandonnent le programme sous l'impulsion de Richard Nixon. La convention sur
linterdiction de la mise au point, de la fabrication et du stockage des armes
biologiques est signée a Moscou, Londres et Washington par 22 gouvernements, y
compris 'TURSS et les Etats-Unis, le 10 awril 1972 et entre en vigueur en 1975.
Cependant, en 1979, une usine de production d’armes biologiques explose a
Sverdlovsk (aujourd’hui lekaterinbourg) en URSS, prouvant la violation de Ila
convention par [FURSS. Cet accident quelquefois surnommé « Tchernobyl
biologique »32 a produit une épidémie aux alentours de la ville, causant la mort d’une

centaine de personnes.

En 2001, aux Etats-Unis, des attaques bioterroristes sont perpétrées par 'envoi de
lettres contenant des spores de B. anthracis a des personnalités américaines,
causant 11 cas de charbon d’inhalation dont 5 décés. Plus généralement, la facilité
d’acces a certains agents pathogénes, associée aux progres réalisés en génétique et

en biologie moléculaire, ne fait qu'accroitre la menace bioterroriste33.

Le risque civil et militaire que représente la maladie du charbon, dont la

physiopathologie comporte de nombreuses zones d'ombre nonobstant les
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découvertes cruciales qui furent faites grace a son étude, justifie a 'heure actuelle
les recherches effectuées par lInstitut de Recherche Biomédicale des Armées
(IRBA), antenne du Centre de Recherches du Service de Santé des Armées de La
Tronche. En particulier, I'équipe « Interactions Héte-Agents Pathogenes » dirigée par
le Professeur Jean-Nicolas Tournier s’est équipée en 2009 d’un laboratoire
d'imagerie multiphotonique destiné a investiguer les relations complexes existant
entre Bacillus anthracis et le systtme immunitaire pulmonaire. C’est dans ce cadre et
en collaboration étroite avec les Docteurs Julien Douady et Jean-Claude Vial du
Laboratoire Interdisciplinaire de Physique de Grenoble (UMR 5588 CNRS /
Université Joseph Fourier Grenoble 1) que jai effectué de 2010 a 2013 mes travaux
de thése de doctorat en Physique pour les sciences du vivant, thése qui S’intitule
« Apports de la microscopie biphotonique intravitale pulmonaire a l'étude de la

physiopathologie de la maladie du charbon ».
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Chapitre 1
Bacillus anthracis et maladie du

charbon
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1.1 Introduction

Bacillus anthracis est une bactérie a Gram positif appartenant a la famille des
Bacillaceae regroupant les bactéries capables de sporulation des genres Bacillus et

Clostridium3*. Son origine remonterait entre 13000 et 26000 ans3®.

En 1946, une classification des Bacillus a été proposée par Smith et al., basée sur la
forme de l'endospore et la déformation du corps bacillaire qu'elle occasionne36.
Selon cette classification toujours en vigueur, B. anthracis appartient au groupe B.
cereus qui fait lui-méme partie d’'un groupe d’espéces dont les spores en position
centrale ne sont pas déformantes. Les autres espéces de ce dernier groupe sont B.
thuringiensis, B. cereus, B. mycoides et B. weihenstephanensis®’-38. Le groupe des
B. cereus est phénotypement et génétiquement hétérogéne, mais les différentes
espéces qui le composent peuvent étre phylogénétiqguement mixées au niveau

chromosomique.

Les phénotypes majeurs des espéces du groupe B. cereus sont portés par des
plasmides3®. B. anthracis en posséde deux: pXO1 et pXO2, contenant les génes

codant pour les facteurs de virulence.

La premiere partie du présent chapitre dresse le portrait de Bacillus anthracis a
travers ses propriétés morphologiques et écologiques et ses liens avec les facteurs
de virulence. La pathogénie du bacille sera évoquée en seconde partie a travers la
description physiopathologique des formes naturelles du charbon. La forme

injectionnelle provoquée sera également évoquee en tant qu'épidémie actuelle.

1.2 Bacillus anthracis

1.2.1 Caractéristiques morphologiques : bacille et spore

Au cours de son cycle naturel, B. anthracis existe sous deux formes bien distinctes :

la spore, résistante et infectieuse, et le bacille, forme veégétative qui permet la



sécrétion des toxines et la multiplication de la bactérie (cf. référence [40] pour une

revue).

B. anthracis sous sa forme bacillaire mesure de 1,0 a 1,2 ym de diamétre pour 3 a 8
um de longueur*!, immobile et capsulé. Les bacilles se présentent sous une forme
isolée ou en chainettes, leur donnant 'aspect de « cannes de bambou » (cf. Figure
2). La bactérie a une croissance optimale en conditions aérobie ou anaérobie, a une
température comprise entre 30 et 37 °C et a un pH compris entre 7 et 7,4. Sur milieu
riche, la bactérie forme des colonies larges, plates, rugueuses et a bords dentelés
alors qu'en milieu enrichi en sérum et en présence de bicarbonate et de COz, les

colonies deviennent petites, lisses et brillantes.

Figure 2. Forme végétative de Bacillus anthracis en "cannes de bambou". © Public Health Image Library.

Sous sa forme végétative, le bacille est constitué, de l'intérieur vers I'extérieur? :
1) d’'une membrane cytoplasmique (m sur la Figure 3) qui pourrait influencer la
résistance aux peptides antimicrobiens? ainsi que la régulation et la synthése

des toxines** ;
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2) d’'une couche de peptidoglycane (P sur la Figure 3) associés a divers
polyméres et protéines, assurant l'intégrité cellulaire ;

3) d’un réseau cristallin appelé S-layer (S sur la Figure 3), exer¢ant une fonction
de protection et intervenant au niveau de 'adhésion cellulaire et du transfert
d’ions et de molécules ;

4) d'une capsule (C sur la Figure 3) constituée d’'un polymére d’acide y-D-
glutamique, jouant un role dans la pathogénicité de la bactérie, qui lui
permettent de résister a la phagocytose et ainsi de pénétrer les défenses de

I'h6te, mais aussi de coller a 'endothélium vasculaire, notamment hépatique*®.

Figure 3. Les différentes couches composant la surface cellulaire de B. anthracis sous sa forme

végétative vues en microscopie électronique. m : membrane, P : peptidoglycane, S : surface-layer, C :

capsule. Adapté de la référence [46].

La bactérie est capable de former des endospores en conditions spécifiques :
carence nutritionnelle, aérobie et température comprise entre 18 et 42 °C. Le
processus de sporulation des bactéries du genre Bacillus se décompose en 7 stades
nécessitant en tout 6 a 8 heures*’#8. La cellule végétative qui donnera naissance a la
spore représente le stade 0. Le premier stade correspond a la réplication de TADN
des deux chromosomes et a leur ségrégation polaire. Au cours des stades Il et lll,
une division cellulaire asymétrique conduit a la formation de deux compartiments
cellulaires inégaux. Le plus petit est la pré-spore localisée a un péle de la bactérie, et
le plus grand correspond a la cellule mére ou sporange. A partir de ce stade, les
deux compartiments possédent leur propre matériel génétique et leur propre devenir.

Les stades IV a VI correspondent a une succession d’apposition d’enveloppes autour
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de la pré-spore jusqu’a maturation compléte de cette derniére. lls donnent naissance
a la spore avec ses propriétés de résistance a la chaleur, aux rayonnements et a une
variété d’agents chimiques. Finalement, au stade VI, des enzymes Iytiques
détruisent le sporange ce qui permet la libération de la spore présentant une forme

ovoide et mesurant environ 1 a 2 ym de diamétre (Figure 4).

Figure 4. Spore de Bacillus anthracis vue en microscopie électronique.

Barre d’échelle : 700 nm. Kari Severson, Loyola University Medical Center.

Le noyau ou core (Cr sur 'image de la Figure 4) est le compartiment le plus interne
de la spore et contient 'unique chromosome et les deux plasmides de la bactérie. Un
complexe de protéines appelées small acid-soluble proteins (SASP) permet la
cohésion mécanique de ce noyau®?. L'interaction entre 'ADN et les SASP, ainsi que
la présence a de fortes concentrations d’acide calcique dipicolinique et d’autres ions
permettent la résistance du matériel génétique aux rayonnements ultraviolets ainsi

gu'aux fortes chaleurs.

Une membrane entoure le noyau. Cette membrane est elle-méme entourée d’une
couche de peptidoglycane appelée cortex (Cx sur la Figure 4). Le réle principal de

cette membrane et du cortex est de garder le noyau intact et au sec®°.
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Une multicouche protéique inhomogéne appelée manteau ou coat (Ct sur la Figure
4) entoure le cortex. Le manteau agit comme une barriére moléculaire permettant de

protéger la spore contre les agents chimiques ou enzymatiques®'-%2.

La structure externe de la spore de B. anthracis est une coquille protéique appelée
exospore (Exo sur la Figure 4), séparée du manteau par I'interspace (IS sur la Figure
4) au contenu encore inconnu. L’'exospore est composé de protéines, lipides et
carbohydrates®3. Les protéines de surface de l'exospore sont I'objet de récentes
études en raison de leur utilisation en tant que candidats vaccins®. Une vingtaine de
protéines composent I'exospore et sont suspectées d’avoir des roles importants dans
les interactions avec lenvironnement. C’est le cas notamment de BclA (Bacillus
collagen-like protein of anthracis), une glycoprotéine collagen-like dont le domaine C-
terminal contient les épitopes immunodominants de la spore®%. |l est également a
noter que BclA joue un réle dans linfection par son effet sur 'adhésion aux
macrophages et a la surface des cellules de [I'hdte via les intégrines
CD11b/CD1857:%8,

1.2.2 Cycle naturel

B. anthracis est une bactérie tellurique, c’est-a-dire qui se trouve naturellement dans
le sol. Les spores, forme infectante de la bactérie, peuvent persister durant de
nombreuses années dans le sol (potentiellement a des échelles de temps
géologiques®?) jusqu'a ce qu'un bouleversement les fasse remonter a la surface ou
elles pourront étre ingérées, notamment par les herbivores. Au sein de I'hdte les
spores entrent en phase de germination pour donner naissance a la forme végétative
de la bactérie. Les bacilles proliferent et synthétisent les facteurs de virulence que
sont la capsule (cf. partie 1.2.4) et les toxines (cf. partie 1.2.5) qui conduisent in fine
au déces de I'héte conséquent a une septicémie associée a une toxémie (cf. partie
1.3). Aprés la mort de 'animal, le sang « charbonneux » noir ne coagule pas et se
répand sur le sol via les orifices naturels. Les bacilles se trouvent alors au contact de

lair et la plupart sont lysés en quelques jours, mais une proportion d’entre eux
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entame le processus de sporulation®. Les spores alors produites peuvent
commencer un nouveau cycle infectieux au contact d’'un nouvel hoéte. L'infection
récurrente d’animaux sur certains sites leur vaut la dénomination de « champs
maudits », car c’est le sol contaminé par les spores qui constitue le réservoir de B.

anthracis.

Hormis les herbivores malades dont les excréments contiennent des germes, les
carnivores et les prédateurs participent souvent a la dissémination des spores.
Certaines espéces comme les tiques et les moustiques pourraient également
participer au transport et a I'inoculation de spores aux animaux sains et a 'Homme®1-
63, Toutefois, c’est principalement par contact avec des animaux, de la laine ou des
peaux, ou par ingestion de viande contaminée que 'Homme contracte la maladie du

charbon (cf. Figure 5).
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Figure 5. Cycle biologique naturel de B. anthracis.

32



1.2.3 Ecologie

De nombreux paramétres sont a méme d’influencer les relations entre B. anthracis et
lenvironnement. La pluie et le vent peuvent directement disséminer les spores sur
de longues distances, mais le climat peut également jouer sur le nombre d’insectes
vecteurs de la maladie, la quantité et la qualité des paturages, la santé et la fertilité
des animaux susceptibles de servir d’hdtes. Les conditions climatiques peuvent
également altérer I'état de santé des animaux et la capacité de leur systéeme
immunitaire a lutter contre l'infection. De plus, les variations climatiques influencent
la capacité de B. anthracis a sporuler ou germiner. Des travaux trés récents ont mis
en évidence le role du matériel organique constituant 'exospore dans la capacité de
la spore a adhérer a différents types de sol, favorisant 'adhérence a des sols

favorables a la persistance du pathogéne®+.

La maladie du charbon est le plus souvent rencontrée dans les régions au climat
chaud, bien que des régions proches du cercle arctique (Canada, Sibérie) soient
connues pour abriter le pathogene probablement en raison des conditions
d’ensoleillement estival favorable a la sporulation. Néanmoins en présence de
températures trop faibles ou trop fortes et non associée a des conditions d’humidité
favorables la sporulation ne se produit pas dans des conditions optimales, rendant la
forme végétative apres germination fragile et mal adaptée a sa survie. L'effet de la
température mais aussi du taux d’humidité joue donc un rble prépondérant sur la
sporulation®®, pouvant servir a prédire la présence de B. anthracis ou sa résurgence

dans un environnement donné.
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Figure 6. Distribution géographique et fréquence des cas de charbon (2003). Rouge : hyperendémique.
Rose : endémique. Jaune : sporadique. Vert clair : probablement non concerné. Vert: non concerné.

Gris : inconnu. Extrait de la référence [67].

Si la maladie du charbon n'a plus un impact majeur dans les pays développés,
quelques foyers sont susceptibles d’apparaitre occasionnellement. Ainsi, deux foyers
ont été signalés en France au cours de 'année 1997 : I'un dans le Béarn (mort de 21
vaches dans 9 élevages, trois cas humains secondaires, un cas chez un chien) et
lautre en Savoie (mort d’une quarantaine de bovins, pas de cas humains)®. En
2009, trois cas de charbon cutané humain ont été déclarés a Metz (France)®. Dans
les cheptels des pays d’Asie, d’Afrique subsaharienne et d’Amérique du sud,
linfection est endémique (cf. Figure 6). L’'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
estime entre 100 000 et 200 000 le nombre de cas humains par an’®.

Les risques de voir apparaitre des cas de charbons chez 'homme et chez I'animal

dans les pays développés sont liés a plusieurs causes’’ :

- Vvétérinaire : abandon de la vaccination animale dans certaines régions,
méconnaissance de la maladie par certains vétérinaires et éleveurs,
réintroduction de rapaces comme les vautours, insensibles au charbon mais

capables de disséminer des spores ;

34



- économique : non-recherche de la cause de mort d’animaux dans un cheptel,
non-enlévement des carcasses par l'équarisseur lors de mort par cause
inconnue, non-enlévement des carcasses de petits ruminants ;

- sociale : reprise des abattages clandestins avec consommation familiale de la
viande, reprise des enfouissements clandestins, oubli de 'emplacement des
« champs maudits » ;

- terroriste : utilisation de B. anthracis comme arme biologique par des

organisations terroristes’?.

B. anthracis produit deux facteurs majeurs de viruence sous sa forme
végeétative : une capsule et deux toxines, la toxine létale (LT, /ethal toxin) et la

toxine cedémateuse (ET, edema toxin).

1.2.4 Premier facteur de virulence : la capsule

La synthése de la capsule, formée d’un polymére d’acide poly-y-D-glutamique
(PGA), est gouvernée par 'opéron capBCADE situé sur le plasmide pXO2. Le PGA
consiste en une longue chaine polypeptidique (50 a 200 kDa) polymérisée via des
liaisons amines entre le y-carboxylate et les groupes a-amines des monomeéres
adjacents”3. Les enzymes de synthése du PGA sont codées par les génes cap
(capB, capC, capA et capE) et par le géne dep (ou capD)’. Les roles de ces génes
ont été deéterminés par analyse biochimique in vitro et par comparaison de
séquences avec leurs homologues retrouvés chez B. subtilis (respectivement PgsB,
PgsC, PgsAA et PgsE). PgsB et PgsC semblent former un complexe exercant une
activité polymérase, alors que le complexe PgsAA-PgsE parait effectuer la fonction
de transport de glutamate. CapD a pour réle de catalyser la liaison covalente entre le
poly-glutamate et le peptidoglycane et est donc impliqué dans la régulation de la

taille de la capsule’®.
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Cette capsule est singuliere car les capsules bactériennes sont généralement
polyosidiques. Une deuxieme particularité est quelle est composée de polymeres
linéaires présentant 'énantiomére D-glutamate uniquement, ce qui la rendrait peu
immunogéne’®77. De plus, les liaisons y du PGA de B. anthracis le rendent résistant
aux protéases qui ne clivent que les liaisons a-aminées des protéines’. In vivo, la
capsule permet donc a la bactérie de résister a la phagocytose et d’échapper au
systéme immunitaire’®>’°. En plus de ses effets inhibitoires sur les interactions avec
le systeme immunitaire, la capsule joue un role important dans le piégeage de la

bactérie, notamment dans le foie, au niveau de I'endothélium vasculaire®>.

Des concentrations de l'ordre de 1 a 2 mg/mL de PGA sont retrouvées dans le sérum
aprés infection®. Alors que chez B. anthracis le PGA est majoritairement ancré a la
surface de la bactérie, les molécules de poly-glutamate sont completement

relarguées dans le milieu extracellulaire lors d’une infection par B. subtilis™®.

Ces molécules libres de PGA seraient impliquées dans la régulation de la formation
des pré-pores de PA et donc de l'internalisation des toxines dans les cellules cibles?!

(cf. paragraphe 1.2.5.2).

Une élimination du plasmide portant les génes de synthése de la capsule diminue la
virulence de la bactérie chez les herbivores et 'lHomme : c’est le cas notamment de
la souche Sterne utilisée comme vaccin vétérinaire et humain dans certains pays,
ainsi que dans nos travaux expérimentaux présentés dans les chapitres 5 a 7 de

cette thése.

1.2.5 Second facteur de virulence : les toxines

1.2.5.1 Présentation des toxines

Les toxines du charbon sont de type A/B ou la sous-unité A (activity), représentée
par les facteurs cedématogéne (EF pour edema factor, 89 kDa) ou létal (LF pour

lethal factor, 90 kDa), exerce l'activité enzymatique de la toxine, alors que la sous-
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unité B (binding), représentée par I'antigéne protecteur (PA pour protective antigen,
83 kDa), se lie aux récepteurs membranaires. Ces trois facteurs sont codés

geénétiquement sur le plasmide pXO1 par les genes lef (LF), cya (EF) et pagA (PA).

L’action toxique d’une injection du facteur létal LF associé a PA a été testée et
reconnue sur les modéles animaux dans les années 19602082, || a été montré que la
toxine participe a la virulence puisqu’'une souche mutée pour le géne codant LF est
beaucoup moins virulente chez la souris que la souche parentale Sterne®3. Il a aussi
été montré qu'une injection de 100 pg de LT par voie intraveineuse (i.v.) ou
intrapéritonéale (i.p.) chez la souris induit des lésions de type hypoxique et la mort
sans syndrome inflammatoire®. De méme chez le rat, la mort induite par l'injection
i.v. de 100 pg de LT ne résulte pas de la sécrétion de cytokines mais d'une

hypotension®>.

Une injection sous-cutanée du facteur cedématogéne EF associé a PA, formant la
toxine cedémateuse, induit la formation d’un cedéme?® expliquant I'étymologie de son
nom. Une étude a démontré que ET s’avére hautement Ilétal a plus faible
concentration et plus rapidement que LT dans un modéle murin®”. Ainsi ET induit de
nombreuses lésions associées a la maladie du charbon. Ces lésions, différentes de
celles induites par LT, comprennent une hémorragie des ganglions lymphatiques et
du tractus gastro-intestinal ainsi qu'une nécrose de nombreux tissus dont les

organes lymphoides, la moelle osseuse, le coeur et les reins®’.

1.2.5.2 Mécanismes d’endocytose des toxines

EF et LF pénétrent la cellule en se liant a des récepteurs spécifiques selon deux
mécanismes possibles® : par la formation d’'un complexe associant PA a LF et/ou EF
ayant lieu a la surface de la cellule cible (cf. Figure 7) ou aprés endocytose d’un
complexe quasiment similaire s’étant préalablement formé dans le plasma
extracellulaire. S’en suivent alors les phases d’internalisation et de translocation

membranaire (cf. Figure 7).
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1) Liaison

La premiére étape consiste donc en la fixation du PAs3 aux récepteurs cellulaires
spécifiques : ANTXR1, aussi connu sous le nom TEM-8 pour Tumor Endothelial
Marker-8, et ANTXR2 (ou CMG2 pour Capillary Morphogenesis protein 2)89:90,
Les deux récepteurs TEM-8 et CMG2 sont naturellement exprimés notamment
par les cellules endothéliales et se lient a des protéines de la matrice
extracellulaire®'92, De ces deux récepteurs, CMG2 jouerait un role prépondérant
dans l'internalisation des toxines par rapport 8 TEM-8%.

La fixation du PA sur 'un ou l'autre de ces récepteurs est suivie du clivage du PA
en deux sous-unités de 63 et 20 kDa par une protéine de type furine. Un pré-pore
est généré par I'heptamérisation® ou moins fréquemment I'octamérisation®.95-97
des sous-unités PAs3 et est redistribué a la surface cellulaire vers des régions

riches en cholestérol appelées radeaux lipidiques.

Un autre mécanisme de formation du pré-pore coexiste. Il résulte de I'association
de 8 unitéts PA dans le plasma extracellulaire sous laction de protéases

plasmatiques, formant un octamére®:95-97 sur lequel se fixe 3 unités EF et/ou LF.

Kintzer et al. ont montré en 2012 que les molécules de PGA libres ou présentes
sur la capsule de B. anthracis agissent comme un ligand régulant la formation des
oligoméres de PA sur lesquels se fixent EF et LF81.98, Lorsque la concentration en
facteur LF (et probablement EF) est suffisante, les complexes toxiniques sont
alors relachés de la capsule sous laction vraisemblablement primordiale de la

CapD hydrolase®.

2) Internalisation
Le complexe toxinique est ensuite internalisé par endocytose clathrine-

dépendante’® via la liaison de celui-ci sur un récepteur TEM-8 ou CMG2101.102,

3) Translocation

Au niveau de 'endosome précoce, la baisse du pH provoque la translocation des
facteurs EF et/ou LF dans les corps multivésiculaires intracellulaires formant
'endosome tardif'93-108 | es corps multivésiculaires peuvent alors fusionner avec
la membrane de I'endosome tardif et relarguer LF dans le cytoplasme'®! tandis

qUEF reste associé a 'endosome tardif'9°,
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Figure 7. Schéma de formation du pore a la surface cellulaire,

mécanisme d'endocytose des toxines et activité enzymatique.

Extrait de la référence [110].
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1.2.5.3 Activité enzymatique des toxines

LF est une métalloprotéase a zinc''' qui clive la partie N-terminale de certaines
MAPKKSs (Mitogen Activated Protein Kinase Kinases, ou Meks) : MAPKK-1, -2, -3, -4,
-6 et -7"12-1"4 yja la reconnaissance d’une région située au niveau C-terminal de
celles-ci'’. Or, la partie N-terminale des MAPKKs est essentielle a la
phosphorylation des MAPKs (MAP Kinases). Il en résulte une dérégulation des voies
de signalisation intracellulaire impliquées dans la prolifération, la différentiation ou la
survie cellulaire ERK 1/2 (Extracellular signal Regulated Kinases 1/2), c-JNK (c-Jun
N-terminal Kinase), p38'1%-118 mais également des voies de signalisation controlant
I'activation et les fonctions effectrices de la réponse immunitaire 119120 notamment par
le biais d’une sensibilité importante des macrophages a LF. Trés récemment il a été
montré que LF avait une activité protéasique plus large, puisqu’elle clive aussi la
protéine Nirp1b chez la souris’?"122 et NIrp1 chez le rat'?3. Cette sensibilité dépend
du modéle animal utilisé'?* et n'est pas pleinement comprise a I'heure actuelle, en
particulier au niveau du rble supposé du clivage des Meks'5-128 Bien que les
principales cibles intracellulaires de LT aient été identifiées, les conséquences de
son action restent mal connues. LT exerce des effets pléitropes sur les leucocytes,
entrainant une diminution des défenses immunitaires de I'hdte. De plus, elle
empéche le relarguage de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages et les
cellules dendritiques (DCs) en perturbant les voies de transduction du signal, et
induit 'apoptose 25126129130 Une fois dans le cytosol, c’est la séquence N-terminale

de LF qui va déterminer sa stabilité et sa toxicité131.132,

Un mécanisme primordial expliquant la cytotoxicité de LT implique le locus Nalp1 ou
Nimp1 (NAcht leucine-rich repeat protein 1) au niveau du chromosome 11 de la
souris'33. Trois génes orthologues Nalp? sont retrouvés chez la souris (Nalp1a,
Nalp1b et Nalp1c) et seulement un chez lTHomme et un chez le rat'34. Chez la souris,
Nalp1b a été identifié comme étant le géne contrélant la sensibilité des macrophages
a LT'3. Nalp1b est un composant clé de la voie de l'inflammasome qui entraine la
mort cellulaire chez les macrophages sensibles a LT via un meécanisme rapide

appelé pyroptose. La voie de l'inflammasome est responsable du recrutement et de
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lactivation protéolytique de la caspase-1, qui a son tour active les cytokines pro-
inflammatoires IL-1B et IL-18 et induit la mort cellulaire par pyroptose'3® (cf. Figure
7). La mort des macrophages par nécrose suite a une exposition a LT requiert
lactivation de la voie caspase-1. Notons toutefois que certains macrophages sont
résistants a LT dans un premier temps mais finissent par succomber a I'intoxination
aprés une période d’incubation plus longue (> 16 h)'27.136, Chez ces macrophages
résistants la voie caspase-1 n'est alors pas activée'33137 Des résultats trés récents
démontrent que Nirp1b est clivé dans les deux cas, n‘expliquant pas la susceptilité a
la mort cellulaire’'. Enfin d’autres loci semblent étre impliqués dans la susceptibilité

a l'infection sur le chromosome 11 en dehors du locus Nirp1b 13,

En plus des macrophages, les DCs sont les seules autres cellules connues a
succomber a une lyse protéasome-dépendante rapide sous l'effet de LT lorsqu'elles
sont porteuses d’un allele de Nalp1b spécifique’’-139 appelé Nalp1bS. LT inhibe
également la sécrétion de cytokines par les DCs'40.141  prévient leur maturation'3¢ et
diminue leurs capacités a la fois de présentation d’antigéne et de production de
facteurs participants a l'activation des lymphocytes'#2. Enfin, quand bien méme LT
ne semble pas avoir d’effet cytotoxique sur les polynucléaires neutrophiles (PNN) et
les lymphocytes, un arrét de la prolifération de ces deux populations a été mis en
évidence par la suppression de la voie Mek'3-145_ La question de la sensibilité des
cellules épithéliales a LT'46-148 g été levée fin 2012 grace a des travaux publiés par
Lange et al. qui ont démontré laltération par LT des fonctions de la barriére
épithéliale, notamment pulmonaire, associée a une réduction de la sécrétion de
surfactants pulmonaires et des réarrangements d’actine favorisant la dissémination
du pathogéne a des temps précoce apres infection et la formation d’cedémes a des

temps plus tardifs'4°.

EF est une adénylate cyclase calcium et calmoduline dépendante produisant une
augmentation de la concentration en AMPc intracellulaire®”150-152 | 'TAMPc est un
second messager intracellulaire ubiquitaire jouant le role d’activateur enzymatique,
notamment des PKA (Protéines Kinases A) et des EPACs (Exchange Proteins
Activated by cAMP) qui phosphorylent diverses protéines et participent ainsi a la

régulation des voies métaboliques ou elles sont impliquées’3. Une altération de la
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concentration en AMPc a des conséquences néfastes au niveau cellulaire (cf. Figure

7) et systémique.

L’effet de ET sur le systtme immunitaire fait 'objet de recherches depuis plusieurs
dizaines d’années. En 1985, il a été montré qu”’ET d’inhibe I'activité phagocytaire des
PNNs humains in vitro'®. Depuis, des travaux ont montré quUET bloque I'activation
des PNNs'5 et inhibe leur capacité a générer la NADPH (Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate reduced) oxydase via 'augmentation d’AMPc provoquée par
ET'56. Le role d’ET sur la production de cytokines (augmentation d’IL-6 et diminution
de TNF-a) par les monocytes humains a également été observé', ainsi que la
suppression de l'activation et de la prolifération des lymphocytes T humains in
vitro'%8, Les DCs murines sont également altérées par ET via un blocage de leur
sécrétion d’IL-12 et de TNF-a'#'. En 2006, des travaux de Maldonado-Arocho et al.
ont mis en évidence l'augmentation provoquée par ET de l'expression d’ARNm
codant pour les récepteurs ANTXR-1/2 chez des macrophages murins et ANTXR-2
chez des monocytes humains, favorisant la capture des toxines'®. Une autre étude a
réveélé que ET peut inhiber 'apoptose cellulaire induite par TLR4 via I'activation de la
PKA qui phosphoryle et active CREB (cAMP Response Element Binding protein)'60
(cf. Figure 7).

ET dérégule considérablement le chimiotactisme. En particulier, la migration
spontanée des macrophages est favorisée via l'activation du signal AMPc, du facteur
de transcription CREB et d’'un géne cible de CREB (Sdc17) codant pour la protéine
syndecan-1 (jouant un rbéle au niveau de la migration cellulaire et I'organisation du
cytosquelette®!). ET peut également bloquer le chimiotactisme au niveau des
cellules endothéliales via I'activation de deux activateurs clés EPAC et Rap1 (Ras-
related protein 1) qui induisent des modifications du cytosquelette de ces cellules'62.
Le chimiotactisme des cellules de l'immunité innée et adaptative est inhibé via
linhibition du signal CXCR41'83. Chez les PNNs, c’est l'altération de 'assemblage des

filaments d’actine qui entraine une dérégulation du chimiotactisme 64,

En raison des mécanismes précédemment décrits, ET joue un réle important dans la
virulence de la bactérie®. En 2011, Dumetz et al. ont montré que linfection sous-
cutanée de cochons d’Inde avec une souche capsulée exprimant ET restaurait la

virulence par rapport a une souche exprimant uniquement la capsule et pas les
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toxines, en conduisait & une mort plus rapide des animaux'®®. Une analyse
histologique de la rate a permis de montrer que la souche sécrétant ET entrainait
des lésions caractérisées par un cedéme au niveau de la pulpe rouge, probablement
a lorigine du nom « sang de rate » autrefois donné a la maladie du charbon.
L’utilisation d’imagerie par bioluminescence a permis a cette méme équipe de
montrer que la progression de linfection est modifiée en présence de la souche
exprimant ET par rapport a la souche exprimant LT ou la souche non-toxinogéne65.
En effet, avec la souche exprimant ET, les bacilles ne sont pas détectés au niveau
des ganglions lymphatiques cervicaux comme c’est le cas avec les deux autres
souches, alors qu'ils diffusent rapidement au niveau de la rate et des poumons.
Quelques bactéries ont toutefois été dénombrées par une technique microbiologique
classique, indiquant que les ganglions lymphatiques cervicaux ne sont qu'un lieu de

transit dans ce cas.

Si les deux toxines de B. anthracis semblent chacune avoir une action intracellulaire
bien spécifique, mettant notamment en déroute le systtme immunitaire de I'héte
infecté, leur combinaison provoque souvent des effets synergiques™?'. En effet, il a
été démontré dans cet article que l'association de ET et LT altére la sécrétion de
cytokines (TNF-a) par les DCs de maniere non-linéaire. Cependant il a également
été observé une action synergique inhibitrice. Dans ce dernier cas, soit 'action de
chacune des deux toxines est inhibée mutuellement, soit I'action d’une des toxines
prend le dessus sur 'autre. A titre d’exemple, alors que ET injecté seul augmente la
migration spontanée des macrophages'®!, I'injection simultanée de ET et LT conduit
a une diminution du chimiotactisme des macrophages en détournant le signal

passant par les récepteurs aux chimiokines 163
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1.3 La maladie du charbon

Cette partie a pour objet de présenter les différentes formes de la maladie du
charbon chez 'Homme et se conclut par un rapide tour d’horizon des mesures
thérapeutiques utilisées dans le traitement de la maladie du charbon, et des mesures

prophylactiques a travers la vaccination.

1.3.1 Formes cliniques humaines

La maladie du charbon se présente sous trois formes cliniques naturelles chez
lanimal et chez 'Homme selon la voie de pénétration des spores dans I'organisme :
cutanée, gastro-intestinale et pulmonaire. Une quatrieme forme dite injectionnelle
résulte de l'injection intraveineuse de drogues contaminées par des spores de B.

anthracis et fait actuellement I'objet d’'une épidémie en Europe de l'ouest.

1.3.1.1 Charbon cutané

La forme cutanée de la maladie du charbon touche principalement les personnes
travaillant au contact de carcasses d’animaux ou de produits dérivés de leur
corps dont font partie les équarisseurs, abatteurs, tanneurs et travailleurs de la laine.
L’infection est le plus souvent transmise par le biais d’une plaie ou d’une piqire
d’insecte’®. La période d’incubation est de un a cing jours. La majorité des Iésions
(60 a 90 % des cas) apparaissent au niveau des membres supérieurs (bras, mains,
doigts), tandis que 6 a 30 % ont lieu au niveau du visage ou du cou. Le premier signe
clinique est l'apparition d’'un érythéme prurigineux indolore qui évolue en un a trois
jours vers une vésicule qui se rompt pour former un ulcére nécrotique, puis une

escarre noire caractéristique du charbon cutané (cf. Figure 8)167.
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Figure 8. Charbon cutané chez une enfant de 9 ans. Extrait du Dermatology Online Images Atlas.

Environ 80 % des cas de charbon cutané guérissent spontanément méme si la
guérison de I'escarre peut prendre quelques semaines 68, Ce taux de guérison atteint
99 % sous traitement’®. Les complications classiques comprennent des cas
d’infection bactérienne secondaire ou l'apparition de cicatrices'’0. Un sévére cedéme
au niveau du visage peut également entrainer une obstruction des voies aériennes
supérieures (cf. Figure 9)'68.171-173 | 3 paralysie du nerf facial a également été
décrite74, Les complications courantes incluent meéningoencéphalite,

microangiopathie hémolytique anémique et dans le pire des cas la mort168.172.173,175

Figure 9. CEdéme facial conséquent a une infection cutanée par B. anthracis

chez une enfant de 12 ans en Albanie. Extrait de la référence [176].

Si les signes cliniques d’'un charbon cutané peuvent étre confondus avec diverses
autres infections, certains indices comme [l'apparition d’un ulcére indolore entouré

d’'une zone cedémateuse permettent toutefois d’orienter le diagnostic.
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1.3.1.2 Forme gastro-intestinale et oro-pharyngée

Le charbon gastro-intestinal résulte chez ’homme de lingestion de viande peu cuite
contaminée par des spores de B. anthracis. Cette forme de la maladie est peu

répandue et faiblement documentatée'””. L’infection évolue selon trois phases'’7-179 :

- Syndrome pseudo-grippal : asthénie, fievre, céphalées ;

- aprés un a trois jours: douleurs abdominales, nausées, anorexie,
vomissement et diarrhées ;

- distension de 'abdomen, ascite, apparition d’escarres au niveau de la paroi

intestinale (cf. Figure 10).

Figure 10. Forme gastro-intestinale de la maladie du charbon. Cas résultant de I'ingestion de viande de
mouton contaminée. A : dilatation caecale au lavement baryté ; la photo en haut a droite montre des
bacilles Gram-positifs formant des spores (fleches). B : aspect per opératoire du caecum. Extrait de la

référence [180].

La mort de I'héte peut découler de la perforation des intestins, d’'une hémorragie,
mais aussi des suites de l'altération de la barriere intestinale par la toxine létale qui
peut provoquer une infection systémique par les bactéries entériques'®'. Bien que
moins fulgurante que la forme pulmonaire, la forme gastro-intestinale est fatale dans
95 % des cas chez les herbivores sans traitement et dans 50 % des cas chez

Fhomme182,
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Une variante de la forme gastro-intestinale, dite forme oro-pharyngée, se développe
au niveau des voies aéro-pharyngées aprés ingestion de viande contaminée 82183,
Les symptdmes initiaux sont un cedéme cervical et une adénopathie locale pouvant
entrainer dyspnée et dysphagie. L’'examen de la bouche révele généralement la
présence de lésions inflammatoires (ulcérations) et un cedéme asymétrique au

niveau de la cavité buccale ou de 'oropharynx.

1.31.3 Forme pulmonaire

La forme pulmonaire du charbon résulte de l'inhalation de spores de B. anthracis et
est a ce titre également appelée « charbon d’inhalation ». Il s’agit de la forme la plus
fatale et la plus fulgurante'®. Aprés inhalation, les spores atteignent les bronchioles
et les alvéoles pulmonaires. La période d’incubation, habituellement de I'ordre de un
a deux jours, peut atteindre 60 jours'8 comme observé chez quelques patients lors
de l'accident de Sverdlovsk (URSS) en 19798, C’est une maladie biphasique avec
une phase prodromique mimant les effets d’'un état grippal avec malaises, toux,
fievre, douleurs rétro-sternales et myalgies. I s’ensuit une phase fulminante en
labsence de traitement due au développement d’un état septicémique et toxémique.
Cette seconde phase est caractérisée par une dyspnée aigué sévere, un
épanchement pulmonaire, un état de choc et le déceés en moins de 24 h (cf. Figure
11).
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Figure 11. Radiographies pulmonaires d'un homme de 49 ans infecté par inhalation de spores de B.
anthracis. A: présence d’une densité supra-hilaire au niveau du poumon droit. B : Augmentation des
densités pré-hilaires et infra-hilaires aprés 24 h sans traitement. C : Apparition d’une infiltration au niveau
du lobe pulmonaire supérieur droit aprés 3 h. D: Augmentation du lobe supérieur droit et effusions

pleurales bilatérales. Le patient est décédé au cours des 4 h suivantes. Extrait de la référence [187].

Les cas humains de charbon pulmonaire étaient fréquents entre le XIX¢™ et le début
du XXé™ sigcle chez les travailleurs de la laine et les tanneurs. De nos jours, en
raison des progres de la vaccination vétérinaire, les épidémies dues a une exposition
naturelle sont relativement rares. Une revue rétrospective'8® a étudié les cas de
charbon d’inhalation entre 1900 et 2005, pour un total de 82 patients incluant les 11
patients diagnostiqués aprés les événements de 'automne 2001 aux Etats-Unis suite
aux attaques bioterroristes. La phase prodromique chez ces patients s’étend sur une
période de 4,1 jours tandis que la phase fuminante ne dure que 1,1 jour. Il est
également a noter que 38 % des patients atteints de charbons pulmonaires ont
développé une leptoméningite bactérienne caractérisée par une hémorragie dite en

« calotte de cardinal », signe pathognomonique du charbon d’inhalation.

Des études récentes ont montré le rble prépondérant des NALT (Nasal Associated
Lymphoid Tissues) dans la physiopathologie du charbon d’inhalation'8 (cf. Chapitre
2).
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1.31.4 Forme injectionnelle : une épidémie en cours

Depuis le 10 décembre 2009, plus de 120 cas de charbon ont été déclarés chez
'Homme en Europe de l'ouest, principalement en Ecosse, Angleterre et Allemagne
mais aussi en France (un cas @ Chambéry en juillet 2012, relayé dans les médias 189).
Ces patients ont été infectés aprés injection intraveineuse d’héroine provenant d’un
lot contenant des spores de B. anthracis pour une raison inconnue. Plusieurs
dizaines de ces patients sont décédés des conséquences de l'infection (septicémie
et toxémie) caractérisée par un abceés apres 24 a 48 heures et une nécrose marquée

des membres affectés, notamment au niveau du site d’injection’®%-194 (cf. Figure 12).

Figure 12. Patient atteint de la maladie du charbon aprés injection d'héroine

contaminée par des spores de B. anthracis. Extrait de la référence [190].

1.3.2 Mesures thérapeutiques

B. anthracis est sensible a de nombreux antibiotiques. La pénicilline fut longtemps
lantibiotique de choix pour le traitement de la maladie. Des souches résistances
ayant été décrites, les fluoroquinolones (ciprofloxacine, ofloxacine ou lévofloxacine)
ou une tétracycline (la doxycycline) sont maintenant recommandés. La mise en

application des protocoles de traitement doit se faire le plus rapidement possible
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méme en labsence de signes cliniques et doit concerner toute la population

exposee.

L’ANSM (Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé)
recommande une molécule de la famille des fluoroquinolones ou la doxycycline per
os en prophylaxie de premiére intention chez 'adulte (pour la ciprofloxacine : 1 g/jour
en deux prises). Le temps d’incubation pouvant durer 8 semaines, c’est la durée
conseilée de prise du médicament en prophylaxie'®. Les recommandations
thérapeutiques du Service de Santé des Armées sont basées sur les mémes
molécules. En thérapeutique, 'administration de ces antibiotiques est associée a un
ou deux autres agents antimicrobiens tels que la rifampicine, la vancomycine, la

peénicilline ou 'ampicilline.

1.3.3 Vaccins

1.3.3.1 Vaccins entiers

L’obtention d’une souche atténuée de B. anthracis a été essentielle pour le
développement du premier vaccin vétérinaire efficace contre la maladie du charbon.
Aprés I'expérience de Pouilly-le-Fort en 1881, un grand nombre de troupeaux étaient
vaccinés en Europe et en Amérique du sud, diminuant considérablement I'impact de
la maladie sur les animaux domestiques’®. Ce vaccin vivant était atténué par la
chaleur et était constitué d’un bouillon de culture contenant des formes végétatives
de la bactérie. Les vaccins atténués par la chaleur présentaient toutefois
d’importantes variations de virulence entre les différents lots'®’. De plus, les vaccins
a base de bacilles s’averent d’'une efficacité moindre par rapport a ceux a base de
spores'98.19_ Ce type de vaccin fut utilisé jusqu'en 1935, date a laquelle une nouvelle

souche et un nouveau conditionnement furent mis en place.

En 1937, Max Sterne développa une souche de B. anthracis atténuée, acapsulée et

stable. L’utilisation de ces spores comme vaccin vétérinaire fut d’'une grande
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efficacité et son innocuité en fait encore de nos jours le vaccin de choix pour les
animaux domestiques. La virulence résiduelle de ce vaccin écarte la possibilité de

son utilisation chez 'Homme, excepté pour le vaccin russe2%°,

Le vaccin russe est un vaccin a base de spores de souches atténuées et est utilisé
autant chez le bétail que chez 'Homme. Il est constitué de la souche STI-1 isolée en
1940 et de la souche « n°3 » apparentée a la souche Sterne2°'. L’administration chez
'Homme est réalisée par scarification ou injection sous-cutanée. Un rappel annuel
est nécessaire et les deux méthodes ont montré une bonne efficacité contre la forme
cutanée, mais aucune donnée concernant la forme pulmonaire ou gastro-intestinale

n'est disponible (ibid.).

1.3.3.2 Les vaccins acellulaires

Les vaccins acellulaires sont obtenus par purification d’anticorps de surnageants de
cultures de B. anthracis. Ces vaccins sont principalement basés sur 'obtention de la
protéine PA, comme le vaccin anglais brevet¢é en 197930, L’inoculation de PA
préalablement précipité par du phosphate d’aluminium se fait par voie
intramusculaire avec trois doses espacées de 3 semaines et une dose a 6 mois. Un
rappel annuel est ensuite nécessaire. Des effets secondaires locaux (cedéme,
douleurs, érythéme) et/ou systémiques notables (fievre, malaise, syndrome pseudo-

grippal) ont été relevés202,

Le vaccin américain dit « AVA » (Anthrax Vaccine Adsorbed) fut produit pour la
premiére fois dans les années 1960. PA est obtenu a partir du surnageant de
fermentation de la souche atténuée V770-NP1-R acapsulée et non-protéolytique. Le
filtrat est ensuite adsorbé sur de [I'hydroxyde d’aluminium. Le protocole de
vaccination comprend 3 injections par voie sous-cutanée espacées de 15 jours, puis
de nouvelles injections a 6, 12 et 18 mois avec par la suite des rappels annuels.
L’efficacité du vaccin a été testée sur plusieurs modéles animaux et a montré des
variations notables lors d’infection par inhalation selon lespéce et la souche

utilisée203204, Des effets secondaires peuvent étre observés mais restent
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comparables aux effets secondaires d’autres vaccins (rougeurs, induration cedéme,

prurit, douleur)?.

Bien que les vaccins américains et anglais soient considérés relativement efficaces,
ils nécessitent un protocole d’administration trés lourd (plusieurs injections et rappels
annuels), excluant une vaccination systématique de la population. Les efforts de
recherche se dirigent donc vers l'obtention d’'un vaccin efficace pour la protection

contre la forme d’inhalation et autant que possible dépourvue d’effets secondaires?08.

La plupart des vaccins en cours de développement sont a base de protéine PA
recombinante?%” (cf. référence [208] pour une revue actualisée des candidats
vaccins). Certains vaccins associent PA a des anticorps de B. anthracis tels que des
spores inactivées agissant en synergie avec PA pour augmenter le pouvoir
protecteur du vaccin?%9-2"1 ou conjugué a du PGA, optimisant 'immunogénicité du

vaccin?12-216
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Chapitre 2
Anatomophysiologie pulmonaire et

Immunité
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Le systéme respiratoire a pour fonction premiére d’assurer les échanges gazeux au
niveau des capillaires permettant aprés transport des gaz par le réseau vasculaire
F'oxygénation tissulaire, I'élimination du gaz carbonique mais aussi le maintien du pH
sanguin a une valeur physiologique. Cette fonction implique I'acheminement de
loxygene vers les poumons (inspiration) et I'expulsion du dioxyde de carbone vers

l'extérieur (expiration), le tout correspondant a un phénoméne appelé ventilation.

L’appareil respiratoire est composé des voies aériennes supérieures (extra-
thoraciques) et des wvoies aériennes inférieures (intra-thoraciques). L’anatomie
fonctionnelle de l'appareil respiratoire est traitée en premiére partie du présent
chapitre, ainsi que quelques spécificitts du modéle animal murin en termes

d’anatomophysiologie pulmonaire.

L’appareil respiratoire et en particulier le poumon offre une trés large interface entre
Forganisme et [environnement extérieur contenant des microorganismes ou
particules plus ou moins toxiques. A ce titre la muqueuse pulmonaire représente une
zone cruciale nécessitant un systeme immunitaire trés spécifique dans le but de
maintenir la subtile balance entre tolérance et immunité qui permet a 'organisme de
vivre dans un environnement hostile tout en limitant I'inflammation. La partie 2.2 du
présent chapitre a pour objet de décrire les spécificités intrinséques du systéme
immunitaire associé a [l'appareil respiratoire et les principales cellules qui le
composent. Une attention particuliere sera accordée a la description des cellules
dendritiques et des macrophages, deux populations cellulaires dont les interactions

apres infection par B. anthracis sont étudiées aux chapitres 5, 6 et 7.

La derniere partie de ce chapitre est dédiée a la description de deux modéles

expliquant la pénétration de B. anthracis au niveau de I'appareil respiratoire.
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2.1 Anatomie fonctionnelle de I'appareil respiratoire

2.1.1 Cage thoracique

La structure principale de la cage thoracique dont le but est a la fois de protéger
lappareil respiratoire et de permetire linsertion de muscles est constituée d’un
squelette ostéocartilagineux (cbtes, sternum, clavicules, etc.) assimilable a un
cylindre caractérisé par ses diamétres latéral et antéro-postérieur et a sa hauteur (cf.
Figure 13) dont les modifications sous laction des muscles respiratoires vont

entrainer un changement de volume et par suite un flux d’air.

Diameétre antéro-postérieur

x 5

Hauteur

Diameétre latéral

Figure 13. La cage thoracique est assimilable en termes de mécanique ventilatoire a un cylindre.

En plus du squelette, la cage thoracique est constituée de muscles, de tendons, de

ligaments et de tissus adipeux qui lui conférent ses propriétés mécaniques.
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2.1.2 Voies aériennes supérieures

Les voies aériennes vont permettre a 'air du milieu ambiant de pénétrer jusque dans
les alvéoles et a lair alvéolaire d’étre expulsé vers I'extérieur. Les voies aériennes
sont constituées de deux étapes : les voies aériennes supérieures (VAS) constituées
des fosses nasales, du pharynx et du larynx (cf. Figure 14), et les voies aériennes

inférieures (VAI) dont il est question au paragraphe suivant.

Les VAS, uniquement extra-thoraciques, permettent la conduction de l'air expiré et
inspiré mais jouent aussi un rbéle primordial dans la défense mécanique ou
immunitaire de l'organisme en étant au premier plan de linterface avec le milieu
extérieur. Outre leur rle dans la respiration, les VAS sont indispensables a d’autres

fonctions que sont la phonation et 'olfaction.

Fosses nasales

Pharynx

Larynx

Figure 14. Les voies aériennes supérieures sont constituées des fosses nasales, du pharynx et du larynx.

Les fosses nasales sont constituées d’une muqueuse respiratoire trés vascularisée
qui contient des cellules a mucus et des cellules ciliées conditionnant I'air expiré. La
mugqueuse olfactive, dans la partie supérieure des fosses nasales, abrite les cellules
du nerf olfactif. La muqueuse respiratoire suit les contours ostéocartilagineux en

offrant une surface d’échange trés importante vers le milieu extérieur permettant
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ainsi des échanges thermiques, mais entrainant é€galement une résistance au

passage de l'air dont la fonction est décrite dans les paragraphes suivants.

Le pharynx constitué du nasopharynx, de l'oropharynx et de I'hypopharynx est un
conduit musculo-membraneux situé au carrefour aéro-digestif par lequel peuvent
passer de lair ou le bol alimentaire, et est a ce titre collabable. Le pharynx ne
posséde pas de structure ostéocartilagineuse mais est constitué d'une vingtaine de

paires de muscles squelettiques striés richement innervés.

Le larynx fait suite au pharynx. C’est un segment rigide des VAS constitué d’os et de
cartilage reliés par des ligaments et des muscles permettant une certaine motricité et

modification du calibre nécessaire a la modulation du flux respiratoire et de la parole.

2.1.3 Voies aériennes inférieures

Les VAI font suite aux VAS par la trachée, I'arbre bronchique (cf. Figure 15) et la
zone respiratoire. La fonction principale des VAl est de conduire lair vers les
alvéoles, mais elles ont également un role trées important dans la défense mécanique

et immunitaire de 'organisme.

Les différents embranchements des VAI correspondent a des motifs géométriques
remarquablement réguliers inclus dans le code génétique. La morphologie de l'arbre
bronchique est en effet générée par trois schémas de branchement possibles
(bifurcation rotative, plane ou orthogonale)?!” aboutissant a une structure quasi-
fractale de conduction de l'air physiquement optimisée?'® aboutissant a un trés grand
nombre d’alvéoles pulmonaires?'9220 gu niveau desquelles ont lieu les échanges

gazeux.
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Figure 15. Les voies aériennes inférieures sont constituées de la trachée, de I'arbre bronchique et de la

zone respiratoire comprenant les alvéoles pulmonaires. Photo du moulage de 'arbre bronchique d’un

cheval. © C. Degueurce.

La trachée est un conduit cartilagineux composé d’une quinzaine d’anneaux, ouverts
sur la partie postérieure, séparés par du tissu fibro-élastique offrant un acces
chirurgical par trachéotomie permettant notamment la ventilation mécanique
assistée. La paroi de la trachée est recouverte d’'une muqueuse de type respiratoire
comprenant des cellules ciliées et des cellules a mucus, mais aussi des glandes,

artérioles, nerfs, etc.

La trachée représente la génération O de 'arbre bronchique qui en compte environ
14. Aprés la trachée suivent les grosses bronches (générations 1 a 7), les petites
bronches (générations 7 a 10) et les bronchioles (génération 10 a 14). Ces structures
sont constituées d’un épithélium respiratoire monostratifié contenant des cellules
ciliées et des cellules a mucus, des cellules musculaires, du cartilage, des fibres
élastiques, des tissus lymphoides, etc. La proportion de ces éléments varie en

fonction de la topographie.

En particulier, les fibres musculaires lisses sont présentes dans la paroi de la trachée
et des grosses bronches, et deviennent particulierement abondantes au fur et a
mesure des embranchements. Leur disposition devient circonférentielle autour de la

lumiére bronchiolaire, permettant la modification du calibre de ces voies aériennes
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de conduction en se contractant. Ces fibres disparaissent au niveau de la zone
respiratoire et ne sont pas présentes dans la paroi alvéolaire. Le cartilage trés
présent dans les fosses nasales existe sous forme d’anneaux incomplets dans la
trachée et les bronches souches mais n’existe pas au-dela dans la zone respiratoire.
A Tinverse, les fibres élastiques inexistantes dans les fosses nasales sont assez
présentes dans la trachée et trées abondantes dans les bronches et la zone

respiratoire.

Aprés la zone de conduction de l'air inspiré et expiré se situe la zone de respiration
participant aux échanges gazeux. Cette zone comprend les bronchioles respiratoires
(générations 15 a 18, la génération 18 correspondant aux bronchioles respiratoires
terminales), les canaux alvéolaires (générations 19 a 23) et finalement les alvéoles

(génération 24).

La bronchiole terminale respiratoire (cf. Figure 16) conduit au canal alvéolaire tapissé
d’alvéoles, qui débouche sur un sac alvéolaire (cf. Figure 17), structure sphérique

dans laquelle s’ouvre un certain nombre d’alvéoles.

Epithélium respiratoire e
Bronchiole terminale Tt s i v

Canal alvéolaire

Figure 16. Coupe histologique de la zone respiratoire chez I'humain. Extrait de la référence [221].
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Figure 17. Coupe histologique d'un poumon de souris montrant de nombreux sacs alvéolaires. Image
réalisée au CRSSA par K. Garraud et A. Cleret.

2.1.4 Parenchyme pulmonaire et alvéoles

Le parenchyme pulmonaire (cf. Figure 18) présente une structure spongieuse
composeée principalement d’air et de sang. Les canaux alvéolaires évoqués dans le
paragraphe précédent débouchent sur des sacs alvéolaires contenant les alvéoles.
Celles-ci sont au nombre d’environ 480 millions chez I'humain adulte???. Leur
diameétre est d’environ 300 um. Les alvéoles présentent au total une surface alvéolo-
capillaire considérable de 80 a 100 meétres carrés?23 ou ont lieu les échanges

gazeux.

60



Figure 18. Section d'un poumon humain sain post mortem. Extrait de la référence [224].

Le parenchyme pulmonaire n’est toutefois pas constitué uniquement d’alvéoles. Y
sont présentes les voies de conductions terminales (canaux alvéolaires), les
alvéoles, les vaisseaux pulmonaires cheminant prés des alvéoles, mais aussi
lespace interstitiel, ou septa alvéolaires, qui constitue le squelette conjonctif du
poumon supportant les structures vasculaires et alvéolaires. La composition de
lespace interstitiel riche en élastine mais aussi en collagéne offre la possibilité
extrémement intéressante d’étre détectable en microscopie par génération de
seconde harmonique grace a sa structure non centro-symétrique dont il est question

au Chapitre 3.

L’épithélium alvéolaire est principalement constitué de deux types de cellules
appelées pneumocytes. Les pneumocytes de type | représentant 40 % des cellules
épithéliales et 95% de la surface alvéolaire sont trés aplatis et présentent des
prolongements cytoplasmiques trés fins permettant des échanges gazeux rapides

entre alvéoles et capillaires (cf. Figure 19).
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COUPE HISTOLOGIQUE
PULMONAIRE

Macrophages alvéolaires

Figure 19. Coupe histologique pulmonaire. Adapté de la référence [221].

Les pneumocytes de type Il (cf. Figure 19) ont une morphologie cubique, possédant
des microvillosités au niveau de la lumiére alvéolaire. Ces cellules représentent 60 %
des cellules épithéliales et couwrent 3% de la surface alvéolaire. Elles sont
métaboliquement actives et sécrétent le surfactant, film liquidien tensioactif qui
diminue la tension superficielle a linterface air alvéolaire/épithélium alvéolaire. Outre
son réle mécanique, le role biochimique du surfactant est évoqué au paragraphe
2.2.2: Epithélium et ascenseur mucociliaire. Les pneumocytes de type Il sont
également des progéniteurs cellulaires de 'épithélium alvéolaire. En effet, ils peuvent
se différencier en pneumocytes de type | et sont a l'origine de la régénération de

I'épithélium aprés une lésion?25.

L’épithélium alvéolaire comporte de nombreux pores reliant les alvéoles entre elles.
Ces pores appelés pores de Kohn mesurent environ 8 um de diametre et permettent
la circulation du gaz entre les alvéoles, mais aussi la circulation de liquide alvéolaire

dans un certain nombre de pathologies?26.

Les capillaires pulmonaires forment un réseau de mailles trés dense longeant les

alvéoles (cf. Figure 20 et Figure 21) et couvrant environ 75% de la surface

pulmonaire. Leur rble est principalement d’assurer les échanges gazeux en
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apportant jusqu’'aux alvéoles du sang veineux riche en CO2 et pauvre en oxygéne
pour produire le sang artériel enrichi en oxygéne et appauvri en CO2. La paroi
capillaire doit donc étre mince pour favoriser les échanges gazeux et résistante pour

supporter la pression intraluminale.

Figure 20. Image du réseau de capillaire alvéolaire aprés moulage, réalisée en microscopie électronique

par balayage. Extrait de la référence [227].

Figure 21. Capillaire alvéolaire. Mise en évidence du noyau d'une cellule épithéliale (Ep) et endothéliale

(EN) et de I'espace interstitiel (F). Image extraite de la référence [228].
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2.1.5 Muscles respiratoires

Les muscles respiratoires constituent le moteur principal de la ventilation pulmonaire.
I s’agit du diaphragme, des muscles intercostaux, des muscles respiratoires
accessoires, des muscles abdominaux et des muscles pharyngés. La mécanique
ventilatoire comportant une phase active d’inspiration et une phase généralement
passive d’expiration, les muscles pulmonaires peuvent donc étre classés selon leur

réble dans la ventilation.

En respiration calme, les deux muscles actifs pendant [linspiration sont le
diaphragme et les intercostaux externes. L’expiration calme étant un phénoméne

passifil N’y a pas de muscles actifs pendant cette phase.

En respiration ample et/ou rapide, les muscles sterno-cléido-mastoidiens et les
muscles scalénes viennent seconder le diaphragme et les intercostaux externes pour
linspiration. Durant I'expiration, alors phénoméne actif, les intercostaux internes, le
muscle transverse de labdomen, les obliques et les grands droits permettent

d’évacuer rapidement I'air par expiration forcée.

Le diaphragme est le muscle respiratoire principal. Il est constitué d'une coupole trés
fine s’insérant sur le pourtour de [lorifice inférieur du thorax constituant la partie
inférieure de la cage thoracique, séparant la cavité thoracique de la cavité
abdominale. La contraction diaphragmatique, éventuellement associée a lactivité
des autres muscles évoqués ci-dessus, augmente les dimensions du cylindre

modélisant la cage thoracique abordé a la Figure 13 en provoquant un flux d’air.

2.1.6 Role de la pléevre

Le poumon est enveloppé dans une membrane mésothéliale ou séreuse de 10 a 20
um d’épaisseur??® appelée plévre. La plévre est composée de deux feillets : la

plevre viscérale trés proche des alvéoles (cf. Figure 22) recouvrant la face externe
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du poumon et des grosses bronches, et la plévre pariétale recouvrant la face externe
de la cage thoracique et le médiastin (cf. schéma de la Figure 23).

-%wr‘:g,,
Plevre viscérale = 45
1

)

Parenchyme

Figure 22. Coupe histologique de poumon montrant la plévre viscérale accolée au parenchyme. Extrait de

la référence [223].

La plevre sécréte un liquide lubrifiant facilitant les frottements entre les deux feuillets
au cours de la respiration. Ce liquide pleural sécrété par la plévre est réabsorbé en
permanence par les vaisseaux lymphatiques qui la recouvrent230,

Poumon

Plevre viscérale

Espace pleural

Plévre pariétale

Cage thoracique

Figure 23. Schéma présentant le poumon et la cage thoracique séparés par les deux feuillets pleuraux.
Les fleches grises et bleues représentent les forces exercées sur la cage thoracique par les muscles

thoraciques (fleche bleue) et les forces élastiques de rétractation du poumon (fleche grise).
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L’ensemble {plévre pariétale-cage thoracique} est soumis a une pression de
rétraction élastique provoquant une expansion de la cage thoracique, alors que
lensemble plévre viscérale-poumon est soumis a une force de rétraction élastique
du poumon de direction opposée. Il résulte de ces deux forces la formation d’une
dépression dans l'espace pleural, garante du maintien du contact entre les deux
feuillets. Lors de la contraction des muscles durant l'inspiration, 'expansion de la
cage thoracique va donc entrainer de maniére indirecte I'expansion pulmonaire et

lafflux d’air.

2.1.7 Réseau lymphatique

Outre le réseau bronchique partant de la trachée et aboutissant aux alvéoles et le
réseau vasculaire aboutissant aux capillaires pour former les arteres a partir des

veines, le poumon comporte un important réseau lymphatique.

Au niveau des capillaires sanguins se produit une transsudation du plasma depuis
les vaisseaux sanguins vers le tissu interstitiel sous I'effet de la pression oncotique
pour former le liquide interstitiel, appelé lymphe, dans lequel les cellules du tissu
puisent une partie des substances nutritives dont elles ont besoin et rejettent leurs
déchets (cf. Figure 24). Ce liquide interstitiel contenant d’éventuels phagocytes
revient ensuite dans la circulation générale au niveau de la veine sous-claviere
gauche par un réseau spécialisé, le réseau lymphatique. Ce réseau lymphatique est
constitué d’'un endothélium a jointures non-occlusives composé en grande partie de
cellules appelées lymphangions, entouré de muscles lisses et d’'un adventice liant le

vaisseau au tissu environnant.

Au cours de ce trajet retour, la lymphe est filtrée dans les ganglions lymphatiques ou
le contréle et le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative s’effectue
grace a la rencontre organisée entre les différents partenaires de la réponse
immunitaire dans des zones spécialisées B et T. L’activation des lymphocytes T est

opérée par la présentation de fragments d’antigénes peptidiques associés a des
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molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe Il effectuée par
des cellules présentatrices d’antigenes (CPA) telles que difféerents sous-types de
cellules dendritiques (DCs). Les lymphocytes T CD4 (dits auxiliaires) activés peuvent
interagir avec les lymphocytes B producteurs d’anticorps et recruter et activer
diverses cellules inflammatoires (monocytes, macrophages, polynucléaires
neutrophiles) alors que les lymphocytes T CD8 (dits cytotoxiques) peuvent avoir une
action cytotoxique directe sur des cellules infectées ou moduler l'activité fonctionnelle

d’autres lymphocytes T CDA4.

Cellules du tissu

Capillaires lymphatiques
Espace interstitiel

- Veinules
Artérioles —=

Lymphe Vaisseaux lymphatiques

Figure 24. Organisation du réseau lymphatique (vert) au niveau des capillaires.

Etant donné le réle primordial du réseau lymphatique dans la réponse immunitaire,
celui associé a l'appareil respiratoire est tres développé. La circulation lymphatique
pulmonaire comprend deux réseaux quasiment indépendants : le superficiel destiné
a la plévre et le profond destiné au parenchyme. Ces deux réseaux se regroupent au
niveau du hile pulmonaire ou ils sont drainés par les ganglions meédiastinaux.
Chaque réseau est constitué de capillaires lymphatiques, dont la grande perméabilité
est gouvernée par des mécanismes encore partiellement incompris?31-233 et de

vaisseaux collecteurs plus larges et relativement imperméables.

Le réseau profond est composé de vaisseaux lymphatiques péribronchiques qui
suivent le trajet des wvoies respiratoires conductrices jusquaux bronchioles

terminales. Les bronchioles respiratoires, les canaux alvéolaires et les septa
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interstitiels ne sont quant a eux pas pourvus de capillaires lymphatiques. Leur liquide
interstitiel s’écoule passivement jusqu'aux premiers capillaires lymphatiques situés a
la jonction des septa interalvéolaires et du tissu conjonctif périvasculaire,

péribronchique ou pleural.

2.1.8 Quelques spécificités du modeéle animal murin

Le modéle animal murin est le plus utilisé en laboratoire en raison de la disponibilité
de nombreuses lignées transgéniques, de nombreux outils génétiques et
immunologiques adaptés, et d’une longue expérience de la communauté scientifique
en matiére d’expérimentation sur le modéle souris notamment pour 'étude de la
physiopathologie de la maladie du charbon?34,

Bien sar, des différences morphologiques et fonctionnelles existent entre I'humain et
la souris. Des différences importantes notamment dans les paramétres ventilatoires
des deux espéces tirent leur origine d’une différence d’échelle de l'ordre d’un facteur
10 000 en masse entre les deux modeéles et doivent étre gardées a l'esprit lors des
expérimentations in vivo réalisées dans le cadre de cette thése (cf. Chapitre 7). Il
s’agit notamment de fréquences respiratoire et cardiaque plus grandes chez la souris
que chez 'homme. En regle générale, la fréquence respiratoire décroit lorsque la
masse typique de l'espéce animale croit, mais cette loi d’échelle reliant des
parametres physiologiques a la taille est toujours lobjet de débats dans la
communauté scientifique?3®. La résultante de cette loi en ce qui concerne l'imagerie
pulmonaire dynamique microscopique de la souris abordée dans cette thése est non
seulement une complexification des procédures chirurgicales liée a la petite taille du
poumon en tant qu'objet d’étude (environ un centimétre de long chez la souris contre
une vingtaine chez I'humain), mais aussi une augmentation de la fréquence des
mouvements thoraciques dommageables a la stabilité de l'imagerie et avec laquelle
doit composer l'expérimentateur. Ces mouvements, dont il est plus longuement
question au Chapitre 4 : Etat de l'art de limagerie microscopique dynamique du

poumon, tirent leur origine a la fois de la respiration (2.5 Hz chez la souris23 contre
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0.25 Hz chez I'Humain) et des battements cardiaques (10 Hz chez la souris contre

1 Hz chez I'Humain).

Des différences fonctionnelles existent également, notamment en ce qui concerne la
présence d’un organe lymphoide secondaire nasal chez la souris appelé Nasal-
Associated Lymphoid Tissue (NALT). Le réle des NALTs, dont I'équivalent humain
pourrait correspondre aux végétations ou aux amygdales237-239 est approfondi dans
les paragraphes suivants qui traitent du systtme immunitaire associé au poumon de
maniére générale, et a la réponse immunitaire spécifique a linfection par B.

anthracis.
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2.2 Immunité pulmonaire

2.2.1 Généralités

La premiére partie du présent chapitre a décrit le poumon comme est un organe
particulier présentant une interface trés étendue vers I'environnement extérieur.
Cette interface a pour but d’optimiser les échanges gazeux alvéolo-capillaires, mais
elle offre par la méme occasion une importante porte d’entrée a la pénétration de

pathogénes inhalés justifiant une surveillance immunologique accrue.

Alors que les VAS possédent une flore commensale, les VAI demeurent stériles a
létat basal. Le systtme de défense associé a lappareil respiratoire est
principalement composé de défenses mécaniques telles que 'ascenseur mucociliaire
et d’'un systéme immunitaire performant assisté d’'un arsenal de cellules immunitaires
aux fonctions diverses et variées, qui ont pour but d’administrer la subtile balance
entre tolérance (gestion d'un taux d’antigenes jugé faible sans provoquer
d’inflammation afin de préserver la fonction respiratoire de l'organe) et immunité
(mise en place d’une réponse immunitaire destinée a combattre activement un

événement de type infectieux ou allergique jugé dangereux).

2.2.2 Epithélium et ascenseur mucociliaire

Une premiere ligne de défense contre les agressions extérieures est en partie
mécanique. En effet, depuis les fosses nasales jusqu'aux petites bronches, les voies
aériennes sont tapissées d’un revétement composé de trois types de cellules?2® : des

cellules basales, des cellules ciliées et des cellules sécrétrices.

Les cellules basales sont de petites cellules ubiquitaires situées dans la partie
profonde de I'épithélium. Elles ont la capacité de sécréter des molécules actives

comme des cytokines ou de l'endopeptidase et ont un role primordial dans le
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renouvellement cellulaire par leur capacité a remplacer divers types de cellules

bronchiques.

Les cellules épithéliales bronchiques ciliées sont les plus abondantes et sont
présentes sur tout I'épithélium bronchique. Elles permettent la clairance mucociliaire
grace aux battements coordonnés de leurs cils en évacuant le mucus vers le

pharynx, a une vitesse de 5a 20 mm par minute, ou il est éliminé par voie digestive.

Le mucus est produit par les cellules sécrétrices composees des cellules
caliciformes, des cellules séreuses et, au niveau des bronchioles terminales, des
cellules de Clara. Le mucus a pour rble principal d’emprisonner les impuretés
présentes dans l'air inspiré et d’absorber certains gaz (dioxyde de souffre, ozone).
De plus, ces cellules participent également a la défense antibactérienne, anti-
oxydante et antiprotéasique de I'épithélium des voies aériennes?4? en sécrétant de

nombreuses protéines de défense (cf. Figure 25).
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Protéines de défense sécrétées
Mucines, |gA sécrétoires, lactoferrine, lysozyme,
bronchotransferrine, phospholipase A2, lactoperoxydase,
SLPI (inhibiteur de leucoprotéase sécrétoire), défensines,
collectines, CC10, glutathion, protéases, cytokines

Figure 25. Systéme de défense mécanique et biochimique de I'épithélium respiratoire des voies

aériennes. Extrait de la référence [225].



Une deuxieme ligne de défense contre les particules inhalées provient des
complexes jonctionnels intercellulaires responsables de [I'étanchéité de
I'épithélium22%. Les jonctions serrées (cf. Figure 25) forment un réseau autour des
cellules épithéliales. Elles sont principalement constituées de protéines telles que les
zonula occludens (ZO) 1 et 2, les claudines et l'occludine qui interagissent avec le

cytosquelette d’actine des cellules et régulent la perméabilité transépithéliale*!.

Enfin, les pneumocytes de type Il évoqués au paragraphe 2.1.4: Parenchyme
pulmonaire et alvéoles sécrétent le surfactant, composant élémentaire du mucus. Le
surfactant, en plus de ses propriétés tensio-actives facilitant 'expansion des alvéoles
lors de [linspiration, joue un réle important dans limmunité. I est composé
essentiellement de phospholipides et de quatre protéines appelées surfactant-
associated proteins (SP-A, -B, -C et —D). SP-A et SP-D jouent un réle primordial
dans limmunité, car elles peuvent se fixer a une grande quantitt de micro-
organismes et peuvent moduler les fonctions immunitaires?#2. I a été mis en
évidence que SP-D favorise la phagocytose des micro-organismes par les
macrophages?*3 et les DCs immatures en facilitant leur activation et leur fonction
CPA aux lymphocytes T?*. SP-A est capable de moduler la prolifération des
lymphocytes T, de fagon positive ou négative en fonction du signal d’activation24®,
Quant aux protéines SP-B et SP-C, elles jouent principalement un role dans les

propriétés physiques du surfactant.

De nombreuses études ont démontré I'existence d’une communication croisée entre
les cellules épithéliales pulmonaires et les DCs. Les cellules épithéliales
pulmonaires, premiére ligne de défense contre les agents pathogénes, expriment a
leur surface des pattern recognition receptors (PRR) capables de reconnaitre
différents motifs caractéristiques des pathogénes, allergénes ou particules inhalées.
La liaison a ces récepteurs entraine une cascade d’événements aboutissant a la
production de chimiokines qui induisent le recrutement de polynucléaires
neutrophiles (PNNs), de monocytes et de DCs, ainsi que la production de cytokines

participant a la maturation des DCs246.247,
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2.2.3 Organes lymphoides secondaires

Le systeme immunitaire, dont les principales composantes sont présentées sur la
Figure 26, a pour fonction la prise en charge de particules jugées dangereuses qui
n'ont pas été filtréees mécaniquement par les processus évoqués au paragraphe
précédent (mucus et ascenseur mucociliaire). Il est organisé en organes lymphoides
primaires que sont la moelle osseuse, dans laquelle sont produits toutes les cellules
de la lignée blanche myéloide (monocytes, macrophages, DCs, polynucléaires
neutrophiles, éosinophiles et basophiles) et lymphoides dont les lymphocytes T et B
et ou les lymphocytes B maturent, et le thymus qui assure la maturation des
lymphocytes T. Aprés maturation, les lymphocytes rejoignent les organes
lymphoides secondaires via la circulation. Ces organes lymphoides secondaires sont
des lieux de passage, d’accumulation et de rencontre entre antigénes et cellules
immunitaires. Au niveau de [l'appareil respiratoire, il s’agit principalement des

ganglions lymphatiques et des NALTSs.
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Figure 26. Les principales composantes du systéme lymphatique. Adapté de la référence [248].
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2231 Ganglions lymphatiques

Les ganglions lymphatiques sont des structures de forme ovale distribuées le long du
réseau lymphatique, contenant une grande concentration de cellules immunitaires.
La structure d’un ganglion se décompose en plusieurs zones : le sinus capsulaire
permettant l'arrivée des antigénes par les vaisseaux afférents, le cortex, lieu de
prolifération et de différenciation des lymphocytes B, le paracortex qui abrite les
lymphocytes T et les cellules dendritiques (DCs), et le hile par lequel sort le vaisseau

efférent.

Une des fonctions primordiales du ganglion provient du lieu de rencontre privileégié
qu’il constitue pour les lymphocytes T et les cellules présentatrices d’antigénes
(CPA) telles que les DCs. Pour cela, les lymphocytes T maturés dans le thymus
rejoignent la circulation qui aboutit & de petits vaisseaux post-capillaires spécialisés
appelés high endothelial venules (HEV), et reliés aux ganglions. Ce processus
crucial de pénétration des lymphocytes T dans les ganglions permet I'activation de
ces cellules par les DCs provenant du tissu via les vaisseaux lymphatiques (cf.
Figure 27). Apres activation, les lymphocytes T effecteurs quittent le ganglion en

gagnant la circulation pour rejoindre les tissus.

Certains lymphocytes T activés se différencient en lymphocytes T CD4+ qui peuvent
étre Th1 (impliqués dans la clairance bactérienne et virale intracellulaire), Th2
(impliqués dans la régulation de linflammation liée a une infection virale ou
fongique), Th17 (impliqués dans la clairance bactérienne et virale extracellulaire) ou
Treg (qui contrélent linflammation et maintienne I'homéostasie mucosale)?*°. En
particulier, les lymphocytes T CD4 peuvent activer les lymphocytes B par un
processus appelé synapses immunologiques?%0-252, |es lymphocytes B ainsi activés
vont produire des anticorps permettant linhibition de [l'activité des pathogénes
jusqua ce que des phagocytes ou le systtme du complément provoquent la

clairance du pathogene.
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Figure 27. Pénétration des lymphocytes T naifs dans le ganglion (en bleu, notés N) via les HEVs.
Activation de ces cellules par les DCs (en vert) provenant d'un vaisseau lymphatique afférent. Activation
des lymphocytes T par présentation d'antigénes effectuée par les DCs, conduisant a leur différenciation
en cellules effectrices (en orange, notées E) et fuite vers les zones d’inflammation via la circulation

systémique. Adapté de la référence [253].

2232 NALTs

Des études récentes ont souligné le réle des NALTs dans la réponse immunitaire 254,
Les NALTs sont considérées comme le seul tissu lymphoide organisé du tractus
respiratoire2%5. Cet organe lymphoide est présent chez le rongeur et sous une forme
différente chez 'Homme237-239, et permet aux DCs d’échantillonner a travers les
cellules épithéliales M les antigénes présents dans la cavité nasale avant d’activer
les lymphocytes T CD4. De maniére analogue a ce qui se produit dans les ganglions,
les lymphocytes T CD4 activent alors la sécrétion d'immunoglobulines de type A
(IgA) par les lymphocytes B, qui migrent des NALTs vers les ganglions lymphatiques
cervicaux par les vaisseaux lymphatiques efférents. Puis, les lymphocytes T CD4 et
B IgA+ migrent vers le site de linfection (généralement les conduits nasaux) par la

circulation vasculaire. Enfin, ces cellules sécrétent des cytokines (IL-5 et IL-6)
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activant la production de cellules sécrétrices d’anticorps, sous forme d’IgA, sur le site

de l'infection (cf. Figure 28).
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Figure 28. Transport d'antigéne de la lumiére de la cavité nasale a travers les cellules M. Echantillonnage

par les DCs. Activation de lymphocytes T CD4. Migration vers les ganglions via le réseau lymphatique,

puis migration vers le site infecté via la circulation. Sécrétion d’IgA. Adapté de la référence [254].

La formation d’un autre organe lymphoide secondaire pulmonaire, appelé BALTs

(Broncho Associated Lymphoid Tissues) est possible chez de nombreux mammiféres

dans les zones péri-bronchiques, péri-vasculaires et interstitielles. Les BALTs sont

constitués d’agrégats de lymphocytes et représentent notamment des centres de

prolifération et de germination des lymphocytes B. Des lymphocytes T et des DCs
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sont présents autour de ces zones B. La formation des BALTs peut étre déclenchée
par une infection®®® ou une inflammation mais n'advient normalement pas chez

ladulte sain2%7.

2.2.4 Cellules immunitaires du parenchyme

Le systeme immunitaire pulmonaire est composé d'un arsenal de cellules
spécialisées, quelquefois en interaction entre elles, qui agissent globalement en
synergie dans le but d’atténuer linfection et de préserver 'héte. Ce paragraphe
dresse en particulier le portrait des macrophages et des cellules dendritiques en
tant que cellules cruciales de la réponse immunitaire innée, qui participent aussi au
déclenchement de la réponse adaptative, et sur lesquelles une attention particuliére

a eté apportée durant cette thése.

2241 Macrophages pulmonaires

Les macrophages sont des cellules immunitaires essentielles, découvertes en 1883
par lya Metchnikoff'* qui observe pour la premiére fois le phénoméne de
phagocytose, ce qui lui vaudra le prix Nobel de physiologie et de médecine en 1908.
Il distingue alors les macrophages des microphages, communément appelés de nos
jours polynucléaires neutrophiles (PNNs). Les macrophages sont issus de la
différenciation de monocytes originaires de la moelle osseuse?®®. lis jouent un role
primordial dans le maintien de 'homéostasie, les défenses de I'héte mais aussi la

reconstitution tissulaire.

Dans le poumon, les macrophages sont présents dans la lumiére alvéolaire (ils sont
alors appelés macrophages alvéolaires), dans [linterstiium pulmonaire

(macrophages interstitiels) mais également dans la plévre (macrophages pleuraux)
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ou leur activité phagocytaire semble toutefois moindre que pour les deux autres

populations?%°.

Les macrophages pulmonaires participent a la phagocytose des pathogénes et des
particules fines qui atteignent 'espace alvéolaire ou le septum inter-alvéolaire. lis
expriment un large panel de PRRs leur permettant de détecter rapidement la
présence d’agents pathogénes. lis jouent également un réle important dans
lélimination des cellules apoptotiques et des cellules en cours de programme de
mort cellulaire. A 'homéostasie, les macrophages sont des cellules quiescentes
produisant de faibles taux de cytokines pro-inflammatoires2? associés a quelques
médiateurs (NO, IL-1RA, TGF-B) inhibant l'activation des lymphocytes T%6' et la

maturation des DCs et leurs fonctions CPA262,

Les macrophages peuvent activer la réponse immunitaire adaptative via la
production de chimiokines et leur fonction CPA. lls peuvent activer les lymphocytes T

CD8 ou T CD4 qui interagissent avec les lymphocytes B producteurs d’anticorps263.

2242 Cellules dendritiques

Les DCs sont des leucocytes issus de cellules souches hématopoiétiques myéloides
ou lymphoides présentes dans la moelle osseuse?®*. Les DCs sont des CPA
particulierement performantes qui agissent comme des sentinelles du systéme
immunitaire grace a leur localisation stratégique dans les tissus exposés aux
antigénes (peau, poumon, etc.). Les précurseurs hématopoiétiques se différencient
dans la moelle avant de rejoindre la circulation sanguine pour atteindre les tissus
périphériques. Les DCs ont été initialement identifiées par leur capacité a initier une
réponse immunitaire impliquant les lymphocytes T. Cette réponse se fait en trois

étapes?%° :

1) les DCs capturent et échantillonnent les antigénes présents dans le tissu. Les DCs
subissent une série de changements phénotypiques et fonctionnels appelés

activation ou maturation.
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2) les DCs migrent vers les organes lymphoides via les vaisseaux lymphatiques en
suivant un gradient de concentration en chimiokines CCL19 et CCL21 grace a leur
récepteur CCRY.

3) une fois dans le tissu lymphoide, les DCs présentent 'antigéne et stimulent le
développement de lymphocytes Th antigéne-spécifiques, permettant la mise en

place d’'une réponse immunitaire spécifique.

Différents sous-types de DCs ont été décrits chez la souris au niveau du poumon26,
Les DCs dites conventionnelles (cDCs) expriment fortement le CD11c contrairement
aux DCs plasmacytoides (pDCs) qui lexpriment seulement faiblement ou qui

expriment Siglec-H, une protéine analogue a un récepteur endocytique.
Deux types de cDCs ont été décrits (cf. Figure 29):

- un sous-type CD11b- exprimant le CD103 (une intégrine codée par le géne
ITGAE impliquée dans la liaison a I'E-cadhérine qui est une molécule
d’adhésion de certaines cellules épithéliales), la langérine (CD207) et de forts
taux de récepteurs a la lymphotactine (XCR1), présent au niveau des parois
épithéliales des voies aériennes?67:268 : ce sous-type de cDCs est connu pour
former des extensions cellulaires transépithéliales s’insérant au niveau des
espaces basolatéraux des cellules épithéliales et également pour sa
production de cytokines ;

- un sous-type CD11b* présent au niveau de la lamina propria juste sous la
membrane basale ; cette sous-population exprime également SIRP1a et le
récepteur a la fractalkine CX3CR126 d’une importance cruciale dans le cadre

des travaux de thése présentés aux Chapitres 5, 6 et 7.

80



Homéostasie

Lamina propria

Inflammation

Cellules épithéliales

] 1 b
CD11b* { —
Sirpla'™ : = C./)
+ e
o p—— CD11b*
CD11ch - — cone
L = Sirpla®
s oMb ~ o DCs
CD103* — Y inflammatoires
: =  — FceRI*
Langerin* - (CD14*
XCR1* ( ‘ -
l ’% DC-SIGN*?)
l(’ﬁ,_"—
o
CD11cdim CD11b /{/
pDCS Siglec—H’ J/ R
PDCA1* 4 :
P ‘/
I ey o :
\,’—) ) \\ |
k\".Yl‘ &2 i ()
. . 1 $ () Jp——
- - ( D /( /;{/\__‘ P }:-( "

,\ — N N / W\
/'\,/. . P o alvéolairez,, Y . \8\
y ) ~ ./ /
() - F4/80°* ( b O " e | \
‘ ‘( Siglec-F* | ) ‘1 § X N Lol \ o)
. cp1lct e s & \JJ
Macrophage autofluorescent

alvéolaire

Figure 29. Les différentes sous-populations de DCs pulmonaires dans le poumon a I'homéostasie

(gauche) et lors d'une inflammation (droite). Adapté de la référence [266].

Les deux sous-populations de cDCs (CD103* et CD11b*) proviennent chacune de la
différenciation d’'un sous-type de monocytes issu d’'un méme tissu mais selon des
voies différentes2%9. En effet, les monocytes Ly6C'*"/CX3CR1* vont donner les cDCs

CD11b*, alors que les monocytes Ly6C"9"/CCR2* donneront?’? les cDCs CD103".

Les cDCs CD11b* sont capables de produire un grand nombre de chimiokines et
participent au développement et au maintien de la réponse immunitaire au niveau
des voies aériennes effectrices et de linflammation, alors que les cDCs CD103*
produisent principalement CCL17 et CCL22 qui participent au recrutement des

lymphocytes Th2 et Treg?’"-272, Il semblerait de plus que les cDCs CD103* soient le
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sous-type de DCs majoritairement impliqué dans la capture et le transport des
cellules apoptotiques jusqu’aux ganglions lymphatiques pulmonaires, ainsi que la
présentation de l'antigéne associé aux lymphocytes T CD82%. En revanche, des
travaux récents ont montré que les cDCs CD11b* ont une grande capacité a induire
la formation d’IgA via la production d’'IL-6 et d’IL-10, supérieure®’® a celle des
CD103"*. En fait, il semblerait que le sous-type CD103+ induit préférentiellement les
reponses Th1 et Th17, donc une réponse immunitaire cellulaire par I'activation des
lymphocytes T CD8, alors que le sous-type CD11b+ entrainerait plutét une réponse
de type Th2 et serait donc impliqué dans la réponse immunitaire humorale avec

I'activation des lymphocytes B274.

Trois populations de DCs ont été décrites chez 'Homme, exprimant fortement HLA-
DR, une molécule du CMH de classe II; les DCs myéloides (mDCs) de type 1
(CD11c*/CD1c"), les mDCs de type 2 (CD11c*/BDCA-3*) etles pDCs CD11¢c/BDCA-
2%, chacun de ces sous-types correspondant respectivement aux cDCs
CD11b*/CD103-,cDCs CD11b"/CD103*CD207* et pDCs chez la souris?’®.

La présence de DCs chez lHomme a été rapportée au niveau de la trachée, des
bronches, des alvéoles pulmonaires et de la plévre Vviscérale?’6277, Des
investigations portant sur la répartition des cDCs CD11b* CX3CR1* dans le poumon
de souris ont été réalisées dans le cadre de cette thése, montrant également une
répartition de ces cellules au niveau des bronches, de l'interstitium alvéolaire et de la
plevre. La Figure 30 en partie extraite de l'article de conférence?’® présenté en

Annexe 1 illustre la répartition de ces cellules dans le poumon.
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Figure 30. Répartition des DCs CX3CR1* pulmonaires (en vert) chez la souris au niveau des bronches
(gauche, échelle = 40 ym), du parenchyme (centre, échelle = 40 uym) et de la plévre (droite, échelle = 20

um). Imagerie confocale ex vivo avec excitation a 488 nm et 633 nm effectuée sur explant de poumon de

souris CX3CR1*/9fP aprés marquage non spécifique des structures au CMTMR.

2.24.3 Cellules recrutables en conditions inflammatoires

Des cellules immunitaires peuvent étre recrutées dans de nombreuses pathologies
d’origine bactérienne ou virale, mais aussi en raison de lésions au niveau de la
muqueuse. Ces cellules incluent les lymphocytes dont il a déja été question dans les
paragraphes précédents, mais aussi les monocytes et des granulocytes tels que les

polynucléaires neutrophiles.

Les monocytes sont des cellules phagocytaires circulantes capables de se
différencier en macrophages ou en DCs en fonction de leur sous-type et des stimuli
environnementaux?’®. Les sous-types de monocytes sont distingués selon les
récepteurs aux chimiokines et les marqueurs de surface quils expriment20, Leur
recrutement est dépendant de la sécrétion de cytokines parmi lesquelles CCL2,
CCL3,CCL5,CCL7 et CCL20280,

Les polynucléaires neutrophiles (PNNs) sont des cellules phagocytaires de
limmunité innée circulant dans le sang, depuis les capillaires pulmonaires?®! avant
d’étre recrutés sur le site d’une infection via la production de chimiokines afin de
participer a la clairance du pathogene. s peuvent agir soit en capturant le pathogéne

par phagocytose, soit en sécrétant des facteurs antimicrobiens sur le site de
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I'infection, soit par le relargage de neutrophils extracellular traps (NETs)?82. Ces
NETs, composés de chromatine décondensée, de granules et de protéines
cytoplasmiques aideraient a contenir l'infection notamment en immobilisant les

pathogenes.
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2.3 Bacillus anthracis et immunité pulmonaire

La physiopathologie de linfection par B. anthracis a fait I'objet de travaux dont
lintensité s’est renforcée aprés I'envoi de lettres contaminées par des spores de B.
anthracis en 2001 aux Etats-Unis. En outre, la maladie du charbon représente un
modéle unique d’infection par des spores immobiles mais dont les symptdmes sont
foudroyants chez 'Homme et dans de nombreux modéles animaux, suggérant
lexistence de mécanismes de pénétration du pathogene spécifiques et mal compris

a 'heure actuelle.

2.3.1 Modéles de pénétration des spores inhalées

La premiére étape de la dissémination est le franchissement de la barriére épithéliale
par les spores, non mobiles. Les macrophages alvéolaires, dont le réle dans la
capture des spores est connu depuis longtemps?283, ont été dans un premier temps
soupgonnés de participer directement a ce franchissement2®4, avant que des travaux
plus récents démontrent qu'il s’agit en réalité des DCs pulmonaires?®. Ces cellules
participent malgré elles a la dissémination du pathogéne lors de leur migration vers
les ganglions lymphatique drainants, justifiant leur appellation de « Cheval de
Troie », ou elles sont censées déclencher la réponse immunitaire adaptative. En
réalité, les spores de B. anthracis peuvent résister a la dégradation durant la
phagocytose et parviennent ainsi sans encombre a franchir les premiéres lignes de
défenses immunitaires de I'hdte. Une fois parvenues dans les ganglions, les bacilles
issus de la germination des spores se répandent dans la circulation et sécrétent les

toxines responsables d’une partie des symptdomes de la maladie du charbon.
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2311 « Cheval de Troie » dans le poumon

Le modéle classique du « Cheval de Troie » expliquant la pénétration des spores au

niveau pulmonaire se présente ainsi (cf. Figure 31. Modéle du Cheval de Troie de
pénétration des spores dans I'organisme. Adapté de la référence [286].Figure 31) :
1-2) inhalation des spores ;

3) phagocytose des spores a la fois dans les NALTs et dans le poumon par les
DCs et macrophages ;

4-5) migration des phagocytes vers les ganglions drainants ;

6) germination des spores et multiplication bacillaire dans les NALTs et
ganglions ;

7) dissémination des bactéries via la circulation et sécrétion des toxines.

)| Phagocyte

| Barriere épithéliale/endothéliale

Figure 31. Modéle du Cheval de Troie de pénétration des spores dans I'organisme. Adapté de la référence
[286].
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En 2012, Plaut et al. remarquent que la cinétique d’infection varie énormément entre
individus chez la souris?8728 et proposent un mécanisme d’échantillonnage des
spores. Leur protocole expérimental a consisté a infecter des souris par un mélange
constitué de trois souches en proportion stoechiométrique, identiques a I'exception
que chacune d’elles exprime un marqueur fluorescent différent. lls constatent alors
que chaque organe distal infecté (notamment les ganglions cervicaux) est
systématiquement colonisé par une souche majoritaire, et que les souches
majoritaires sont distribuées aléatoirement chez les différents animaux. Alors que les
ganglions cervicaux présentent une souche majoritaire, les auteurs notent que les
ganglions médiastinaux présentent un mélange des trois souches sans souche

majoritaire.

La dominance aléatoire progressive d’une souche sur les deux autres au cours de la
migration des phagocytes démontre I'existence d’un mécanisme d’échantillonnage
trés sélectif qu'ils dénomment « goulot d’étranglement »?%°. La dominance d’une
souche dans les ganglions lymphatiques proviendrait alors de la réplication de la
spore ou du bacille qui aurait le premier franchi avec succeés les différents niveaux de

défense de 'héte.

2.3.1.2 Cheval de Troie versus Evasion

Le modele du Cheval de Troie posséde des limites, notamment pour expliquer les
résultats démontrant le role primordial des NALTs dans ['initiation de la germination
et dans la fuite vers la circulation via le réseau lymphatique.). De plus, il n'a pas été
démontré que les spores présentes dans les ganglions lymphatiques drainants sont
a l'origine de la physiopathologie de la maladie '88. Pour ces raisons, Weiner et al. ont
proposé en 2012 le modeéle dit « d’Evasion »288 présenté en Figure 32. Le modéle de
lévasion se différencie du cheval de Troie dans le fait que le pathogéne n'a pas
besoin de moyen de transport actif. Dans ce modéle, linfection commence
directement sur le site de linfection, c’est-a-dire les NALT dans la forme pulmonaire

de la maladie.
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1-2) Les spores inhalées germinent dans les NALTs ou les tissus lésionnels ;

3-5) les toxines et protéases produites affaiblissent le systteme immunitaire et
perméabilise le tissu, permettant aux bacilles de s’infiltrer dans le réseau

lymphatique pour rejoindre les ganglions ;

6-7) les bacilles infectent les ganglions et rejoignent la circulation, causant

septicémie et toxémie engendrant la mort de 'héte.

oxs @o @
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Barriére épithéliale/endothéliale

Ganglion

Figure 32. Modéle de « I’Evasion » expliquant la pénétration des spores dans I'organisme. Adapté de la
référence [286].

2313 Roledes NALTs

Récemment, I'utilisation d’'une souche bioluminescente capsulée et non-toxinogéne
de B. anthracis, dont les bacilles expriment fortement la luciférase alors que les

spores ne l'expriment pas, a permis de présenter un modele de pénétration des
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spores apres inhalation impliquant dans un premier temps les tissus lymphoides

associés aux nasaux, les NALTs188290.291

Vingt-deux heures aprés infection par voie aérosol, des bacilles sont présents dans
la cavité nasale, puis dans les ganglions drainants 5h apres. Alors qu’un signal de
bioluminescence est visible dans les NALTs, aucun signal n'est détecté dans les
poumons ni dans les ganglions médiastinaux drainant les poumons. Ces résultats
suggérent que la germination survient dans un premier temps sur le site de

linfection, dans la fosse nasale, avant d’apparaitre dans les poumons.

De plus, ils observent que l'injection s.c. de spores conduit a un temps tardif aprés
infection (24h) a la présence de bacilles non seulement dans le ganglion drainant,
mais aussi dans la rate et dans le poumon 12h plus tard, suggérant que les bactéries
germinant localement gagnent la circulation et sont piégées dans le poumon ou sont

situés les premiers capillaires rencontrés.

2.3.2 Interactions entre B. anthracis et systéme immunitaire

Le systéeme immunitaire associé a 'appareil respiratoire est composé d’un arsenal de
cellules aux fonctions variées qui peuvent étre amenées a interagir avec B.

anthracis.

2.3.21 Cellules épithéliales

L’épithélium des voies respiratoires répond a I'exposition a des agents pathogenes
inhalés par la production de médiateurs tels que les cytokines, chimiokines et
peptides antimicrobiens??2. Ces médiateurs sont par ailleurs connus pour influencer

le comportement de DCs dans un certain nombre d’affections comme I'asthme?47,
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Des travaux publiés en 2007 ont mis en évidence le réle des cellules épithéliales
pulmonaires dans la mise en place de la réponse immunitaire innée aprés infection
par B. anthracis. L’activation des cellules épithéliales provoque la production de
cytokines (IL-6 et le TNF-a) et de chimiokines (IL-8, MCP-1 et MIP-1) qui conduisent
a un afflux de PNNs et de monocytes par chimiotactisme2®. De plus, les cellules
épithéliales ont été récemment décrites comme une cible privilegiée de la toxine
létale (LT) de B. anthracis via un réarrangement du squelette d’actine et la
dérégulation de la formation de desmosomes provoquant une altération de la

barriére défensive et une réduction de la production de surfactant™®.

Des études publiées en 2008 évoquent quant a elles la possibilité offerte par les
cellules épithéliales de participer a la dissémination du pathogéne par un processus
de migration paracellulaire?®42%, Cette hypothése est discutée par Tournier et al. qui
suggerent que la dissémination des spores nécessite l'action de cellules faisant
office de « transporteur » (DCs et/ou macrophages) pour atteindre les ganglions

lymphatiques drainants2°6,

23.2.2 Macrophages pulmonaires

Différentes études ont montré le réle des macrophages dans la capture précoce de
spores de B. anthracis au niveau alvéolaire. Bien que les macrophages aient été
initialement considérés comme les cellules transportant les spores depuis les
alvéoles vers les ganglions lymphatiques, justifiant leur appellation de « Cheval de
Troie »297:2%8 bien que leur role semble limité285297.299  Néanmoins, il a été observé
que des souris déplétées en macrophages et infectées par des spores de B.
anthracis par voie i.p. ou aérosol présentent une sensibilité a linfection plus
importante, démontrant le role crucial des macrophages pulmonaires dans le

maintien de 'homéostasie390,
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23.23 Lymphocytes B

Les lymphocytes B sont la troisieme population de CPA professionnelles
pulmonaires et sont également impliqués dans le maintien de [I'homéostasie
pulmonaire301392 par des mécanismes indépendants de leur B-cell immunoglobulin
receptor (BCR). Ainsi, les lymphocytes B ont été décrits comme impliqués dans la
réponse immunitaire précoce a Mycobacterium tuberculosis3®® et Salmonella

typhimurium3%4,

Des travaux de Rayamajhi et al. publiés en 2012 décrivent le rdle des lymphocytes B
dans la dissémination précoce de spores de B. anthracis aprés inhalation et dans
I'établissement de la maladie3%, montrant 'existence d’'un mécanisme de capture et
de transport des spores indépendant des DCs et de l'expression de CCR7,
conduisant a la présence de lymphocytes B infectés dans les ganglions pulmonaires

drainants.

2.3.24 Cellules NK

Les cellules NK (Natural Killers) sont un type de lymphocytes cytotoxiques participant
a la réponse immunitaire innée. Les cellules NK sont trés importantes dans la
prévention d’invasion virale et dans la dissémination de pathogénes grace a leur
cytotoxicité et la sécrétion de cytokines. Klezovich-Bénard et al. ont montré en 2012
que des spores de B. anthracis dans un modéle de charbon cutané provoque une

augmentation de la sécrétion d’'IFN-y par les cellules NK. Cette sécrétion306.307 :

- nécessite une interaction de type RAE-1-NKG2D préalable avec des
macrophages ;

- est IL-12, IL-18 et IL-15 dépendante, ou I'lL-12 joue un rdle primordial dans
l'activation des NKs et des macrophages ;

- requiert 'lL-18 durant un temps trés court.
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De plus, ces travaux démontrent que les toxines de B. anthracis perturbent les
fonctions essentielles des cellules NK et alterent la sécrétion d’IFN-y dans un modéle
d’'infection cutanée, suggérant de possibles utilisations des toxines dans la

modulation de réponses cytotoxiques excessives pathologiques.

Une partie de ces travaux a été effectuée en collaboration entre I'Institut Pasteur de
Paris et 'IRBA. La publication qui en a résulté (référence [306]) est présentée en

Annexe 2.

23.25 PNNs

Le r6le de ET et LT dans linhibition de laction des PNNs est connu depuis
1985154155 || a également été démontré que LT était capable d’inhiber le recrutement
des PNNSs, soit en inhibant la production de chimiokines par les DCs et les cellules
de [Iépithélium bronchique3%8.30° soit en bloquant le chimiotactisme via une

dépolymérisation des filaments d’actine3'°.

Des travaux effectués par Garraud et al. en 2012 décrivent les PNNs comme la
population majoritairement impliquée dans la sécrétion d’IL-17, une cytokine
impliquée dans la régulation de la réponse des neutrophiles3''312 aprés infection
pulmonaire par des spores de B. anthracis'%313, Ces travaux démontrent le rble
crucial a la fois de la voie IL-17A/F et des neutrophiles dans la survie de souris

infectées par B. anthracis.

La publication qui a résulté de ces travaux3'® est présentée en Annexe 3.
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23.26 DCs

Plusieurs études ont montré I'action des toxines de B. anthracis sur l'altération de la
sécrétion de cytokines par les DCs, mais aussi sur la dérégulation des fonctions de

migrations de ces cellules'20:140,141,159,314,315

Une étude de Cleret et al. a mis en évidence que les DCs jouent un réle primordial
dans la capture des spores de B. anthracis et leur transport jusqu'aux ganglions
lymphatiques thoraciques chez la souris?85. En effet, les DCs interstitielles capturent
les spores présentes dans les alvéoles dans les 30 minutes suivant linfection par
voie i.n. sans franchir la barriére alvéolaire, suggérant un mécanisme spécifique
d’échantillonnage rapide a travers la barriere épithéliale alvéolaire par extension de
dendrites transépithéliales. Toutefois, le réle des deux sous-types de cDCs n'a

pratiquement pas été étudié.

2.3.3 Conclusion

Ce chapitre a pour objet de présenter les différents travaux ayant porté sur les
interactions entre B. anthracis et le systtme immunitaire. Ces interactions
complexes, multifactorielles et impliquant de nombreux acteurs cellulaires
immunitaires ont pour conséquence finale de conduire aprés inhalation de spores a
la mort de I'héte. L’existence de plusieurs modéles expliquant des mécanismes
possibles de pénétration de spores reflete d'une part leur incomplétude,
puisquaucune n'a su s'imposer a I'heure actuelle en expliquant 'ensemble des

observations, et d’autre part une vraisemblable coexistence.

La présente thése se positionne dans le cadre du modéle du Cheval de Troie. Elle a
pour but de caractériser le réle de la sous-population CD11b* de cDCs dans la
capture précoce de spores de B. anthracis au niveau de la muqueuse pulmonaire
chez la souris, en utilisant des techniques d’imagerie intravitale confocale et a deux
photons associées a la microscopie par génération de second harmonique, dont il

est question au chapitre suivant.
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Chapitre 3
Microscopies de fluorescence et

generation d’harmoniques
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3.1 Introduction

La microscopie optique, dont le principe se base sur I'utilisation de plusieurs lentilles
pour obtenir une image agrandie d’'un échantillon, a probablement été inventée au
début du XVIe™ siécle. Un des premiers microscopes a été construit par Galilée en
1609. Son occhiolino était alors composé d’une lentille convexe et une concave. Les
développements principaux qui suivirent ont consisté a la fin du XVIle™ siécle en la
création d’'un oculaire a deux lentilles, corrigé des aberrations chromatiques, par
Christian Huygens. Les applications biologiques de I'imagerie microscopique ont été
évoquées pour la premiére fois par Antoni van Leeuwenhoek au début du XVIlIéme
siécle qui observe pour la premiére fois et découvre les protozoaires et les
spermatozoides. Le fruit de ses observations microscopiques le pousse a se
positionner comme l'un des premiers adversaires de la théorie de la génération

spontanée.

Le principe de la photoluminescence par lequel une molécule absorbe et réémet des
photons est connu depuis plusieurs siécles3'®: en 1565 déja, Nicolas Monardes
provoque pour la premiére fois I'émission de lumiére par fluorescence dans une
infusion de bois Lignum nephriticum. Quelques années plus tard, en 1602, Vincenzo
Cascariolo décrit 'émission de lumiere par phosphorescence du phosphore de
Bologne. Durant les siécles qui suivirent, la compréhension de ce phénomeéne
s’améliore notablement: une excitation préalable ou simultanée apparait nécessaire
et de nouveaux matériaux capables de générer de la lumiére sont identifiés. La
fluorescence et la phosphorescence apparaissent alors comme deux phénomenes
aux propriétés bien distinctes. En 1858, Adolf von Baeyer crée la premiere molécule
fluorescente de synthése, la fluorescéine. Le mariage de la microscopie optique avec
la fluorescence ouvre la voie au formidable développement de la microscopie a
épifluorescence basée sur I'épidétection du rayonnement de fluorescence généré par

l'excitation d’une molécule par un photon.

Une importante amélioration de la microscopie de fluorescence a été l'invention de la
microscopie confocale, basée sur le filirage du rayonnement provenant de plans hors
focus de I'échantillon grace a [l'utilisation d’un sténopé ou diaphragme confocal. Par

la suite, cette résolution axiale propre a la microscopie confocale a été concurrencée
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par la microscopie biphotonique, c’est-a-dire mettant en jeu une excitation a deux
photons (EDP), qui offre encore de nouvelles opportunités en termes de profondeur
de tissu accessible a 'imagerie grace a I'utilisation de photons de moindre énergie.
Une autre piste pour imagerie des tissus biologiques est d’observer la génération de
seconde harmonique (GSH) qui offre un contraste trés spécifique sur certaines

structures sans apport de molécules exogenes.

Le présent chapitre dresse un tableau des techniques de microscopies (confocale,
biphotonique, GSH) utilisées dans le cadre de cette these et dont les résultats sont

présentés aux chapitres 5a 7.
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3.2 Interaction rayonnement-matiére et fluorescence

3.2.1 Principes de la photoluminescence

La photoluminescence correspond au phénomeéne d’émission de photons
consécutive a l'excitation optique d'un matériau ou d’'une molécule. Pratiquement
tout rayonnement, en particulier de nature optique, interagit avec I'échantillon cible et
provoque des conséquences différentes selon le type de rayonnement incident et les
propriétés structurales physico-chimiques de la cible. Il peut s’agir notamment d’une
diffusion élastique (avec conservation de I'énergie des photons) ou d’absorption du
rayonnement incident par les molécules qui passent alors dans un état dit excite.
Dans ce dernier cas, la tendance naturelle de la molécule sera un retour plus ou
moins rapide a I'état fondamental, de moindre énergie. Cette relaxation du matériau
peut se manifester par une augmentation locale de [lagitation thermique
(désexcitation non radiative) ou par 'émission de photons (désexcitation radiative).
Cette derniére interaction est appelée luminescence et englobe deux phénomeénes :
la fluorescence et la phosphorescence. Le terme photoluminescence n'est employé
que dans le cas d’une excitation optique, par opposition a d’autres formes
d’excitationqui peut notamment étre biologique (bioluminescence), chimique

(chimiluminescence) ou mécanique par frottements (triboluminescence).

La génération d'un rayonnement de photoluminescence est habituellement
provoquée par absorption de photons émis par une source d’excitation dans la
gamme de longueur d’'onde allant du visible a l'ultraviolet. Le rayonnement dit de
fluorescence correspond a I'émission de photons qui traduit la transition d’'un état
singulet excité vers l'état singulet fondamental (cf. Figure 33). Dans ce cas, le spin
électronique des molécules ne change pas d’orientation et la transition est alors
rapide : la durée de vie de l'état excité S1 d’'une molécule fluorescente (également
appelée fluorophore) varie typiquement de quelques dizaines de picosecondes a

guelques nanosecondes.

Généralement, le processus d’absorption d’'un photon place la molécule dans un
niveau singulet excité S1 ou S2 (dans lequel tous les électrons de spins opposés sont

appariés deux a deux). La molécule retombe alors dans I'état singulet fondamental

97



en générant un photon de fluorescence principalement selon deux scenarii : soit
directement apres relaxation, c’est-a-dire aprés transition non radiative vers ['état
vibrationnel le plus bas du niveau excité, soit aprés passage par un état d’excitation
inférieur par conversion interne non radiative (cas présenté dans la Figure 33). Dans
certaines situations, un troisieme scénario est observé : la molécule passe par un
état triplet T1 (I'électron excité a un spin parallele a I'électron avec lequel il était
apparié a l'état fondamental) grace a une transition non radiative due au couplage
spin-orbite. Le retour de T1 vers So peut s’accompagner de I'émission d’'un photon,
mais la transition est bien plus lente : de plusieurs dizaines de microsecondes a
plusieurs secondes, voire méme davantage. Pour distinguer ce troisiéme scenario de
ceux associés a la fluorescence, le terme approprié est celui de phosphorescence.
Compte tenu des durées de vies trés différentes mises en jeu, l'utilisation de la
fluorescence reste beaucoup plus intéressante en microscopie que la
phosphorescence. Notons toutefois que des microscopes a phosphorescence ont été
présentés dans le passé, mais ceux-ci sont réservés a I'observation de cellules (en
particulier certaines bactéries ou levures et des fibroblastes)3'” ou a des mesures de

courbes de déclin de phosphorescence pour sonder I'environnement318.

Etats singulets

52 —
Dissipation d'énergie vibrationnelle
51 -""-,-_ N
CoUp/gm ™~ Etat triplet
e -
Di ‘orb;;;"" T,
Absorption Fluorescence
(100 ps— 10 ns) Phosphorescence
(=100 ps—-10s)

sI:I'

Etat fondamental

Figure 33. Diagramme de Jablonski simplifié. S0, S1 et S2 désignent respectivement I'état fondamental
singulet et le premier et deuxiéme état excité singulet. T1 désigne le premier état triplet. Pour chacun de

ces états d'énergie des états vibrationnels et rotationnels peuvent exister.
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3.2.2 Spectres d’absorption et d’émission

Les différentes relaxations vibrationnelles, rotationnelles et autres conversions
internes non radiatives sont a lorigine de pertes d’énergie entre les photons
d’excitation et les photons d’émission. C’est Edmond Becquerel qui observe pour la
premiére fois en 1842 le fait que les photons émis ont une longueur d’onde
supérieure aux photons excitateurs (cf. référence [316] pour une revue historique).
Ce phénomeéne est appelé « déplacement de Stokes »3'® en hommage au physicien
George Stokes qui I'a décrit en 1852 dans la fluorescence du minéral fluorine. Les
spectres d’absorption et d’émission doivent étre considérés en terme de distribution
de probabilité de transition et sont caractéristiques de la structure énergétique des
molécules32?: ainsi, chaque molécule posséde des spectres d’absorption et
d’émission propres qui refletent les transitions énergétiques autorisées par le

principe d’exclusion de Pauli.

Le déplacement de Stokes revét une importance capitale en microscopie de
fluorescence, car si ce déplacement est faible (cas des spectres de droite de la
Figure 34 comparés aux spectres de gauche) il sera difficile d’isoler au moyen de
filtres le rayonnement de fluorescence du rayonnement excitateur. Qui plus est, si le
recouvrement de ces deux spectres est important il peut en résulter une réabsorption

des photons de fluorescence, produisant des distorsions dans le spectre d’émission.

Stokes shift Stokes shift
y=s==} o |

Ausuau) uoissiug
Excitation Energy
Apsuaip| vorssiug

Excitation Energy
—

Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figure 34. Déplacement de Stokes de deux exemples de fluorophores. (¢) Thermo Scientific.
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Généralement, le spectre d’émission d’un fluorophore est typiquement une image
inversée du spectre d’absorption de la transition So vers S1. Cela est d0 au fait que
lexcitation électronique n’altére quasiment pas la géométrie de la molécule et que
les états vibrationnels et rotationnels des états excités sont globalement similaires a
ceux de I'état fondamental®2!. Toutefois cet effet « miroir » des spectres n'est pas
systématique, notamment lorsque la molécule existe sous des formes différentes

caractérisées par des longueurs d’onde d’absorption et d’émission différentes.

3.2.3 Rendement quantique d’un fluorophore et déclin de la fluorescence

L’émission de fluorescence est caractérisée par deux autres parameétres: le
rendement quantique Q d’une part, défini comme le ratio de photons émis par
rapport au nombre de photons absorbés par la molécule, et la durée de vie de

fluorescence d’autre part correspondant a la durée de 'état excité.

Suite a l'absorption d’un photon et au passage de la molécule vers un état excité, le
retour a l'état fondamental se fait par une combinaison de processus radiatifs
(principalement la fluorescence) et non radiatifs (relaxations et conversions internes).
Ces deux types de processus sont caractérisés respectivement par les probabilités
k,= 1,1 pour I'émission de fluorescence et k,,, cette deriére englobant les

probabilités de tous les processus non radiatifs.

A la suite d’'une excitation impulsionnelle,, si * représente la fraction du fluorophore
encore excitée, la variation élémentaire dff de f* pendant la durée dtf est

naturellement négative et s’exprime par :

., = _(kO + knr)f*

Equation 1
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Cette équation décrit la décroissance exponentielle de f* et donc celle du nombre de

photons émis. Ainsi, l'intensité de fluorescence émise varie selon la loi :
t
IF(t) = Ioe( TF)

Equation 2

N 1
ou TF=

représente le temps de vie de fluorescence.

kot+knr

Le nombre total de photons émis est donc :

o0
Nemis = J(; IF(t)dt =1rly

Equation 3

Immédiatement aprés I'impulsion excitatrice, c’est-a-dire au temps t = 0%, le nombre
de molécules excitées est égal au nombre de photons absorbés. Dans ce cas,

lintensité de fluorescence vaut :
Iy = kONabs

Equation 4

puisque ko correspond autant a la probabilité d’émettre un photon de fluorescence

qu’a la probabilité d’absorber un photon selon la transition opposée322.
Le rendement quantique vaut donc :

0= Nemis TF
N absorbés To

Equation 5

Si les processus de désexcitation non radiative sont lents par rapport au processus
d’émission de fluorescence, c’est-a-dire si k,, < k,, alors le rendement quantique
est proche de 100 % et le temps de déclin de la fluorescence est proche de la durée

de vie radiative 1.
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En pratique, le modéle simple exposé ci-dessus n'est pas adaptable tel quel a la
majorité des situations ou coexistent plusieurs espéces moléculaires et pour
lesquelles il est souvent nécessaire de décrire le déclin de fluorescence par une
combinaison d’exponentielles. Par ailleurs, les profils de spectre dépendent
également fortement de [environnement local de la molécule (pH, viscosité,
température, potentiel électrique, présence d’ions ou d’oxygéne ou interactions
possibles avec dautres molécules)3?3. Ces propriétés dépendantes de
lenvironnement rendent justement certaines molécules fluorescentes trés utiles en
biologie en tant que sondes environnementales (mesure de pH, oxygénation,

localisation de canaux calciques ou potassiques, étude du potentiel électrique, etc.).

3.2.4 Problemes liés a I'excitation d’'une molécule : photo-blanchiment,
photo-dégradation, effets thermiques

Une molécule fluorescente excitée a tendance a étre plus réactive d’un point de vue
chimique3*. Des réactions souvent irréversibles sont produites, conduisant a la
formation de nouvelles espéces par polymérisation, oxydation, dissociation,
isomérisation ou liaisons avec d’autres molécules. Ces « photo-produits » sont
souvent non fluorescents ou bien caractérisés par des spectres d’absorption et
d’émission de fluorescence différents de ceux de la molécule initiale. Ces réactions
se traduisent par une perte progressive plus ou moins rapide de la fluorescence
spécifique de la molécule d’intérét. Ce phénomeéne est appelé photo-blanchiment.
De plus, les espéces créées peuvent avoir des effets néfastes sur I'environnement
biologique : c’est la photo-toxicité causée notamment par la création de radicaux
libres. Ces deux effets sont globalement d’autant plus importants que lintensité

incidente est élevée.

L’excitation d’'une molécule par un faisceau optique intense provoque en outre une
augmentation locale de [lagitation thermique des molécules traversées par le
faisceau incident. Cet échauffement dépend des capacités d’absorption thermique

des molécules et est généré lors des différents processus de conversion interne et

102



de relaxation. L’effet sur la molécule est souvent irréversible et trés dommageable

pour le tissu biologique.

Ces différents problemes liés a lexcitation d’'un fluorophore peuvent étre atténués
par la recherche d’'un compromis entre une intensité du faisceau incident trop faible
pour générer I'émission d’un rayonnement de fluorescence détectable dans de
bonnes conditions et une intensité trop élevée occasionnant photo-blanchiment,

photo-toxicité et effets thermiques.

by

Notons pour conclure que ces effets en général dommageables a limagerie
classique peuvent avoir des applications intéressantes. La mesure de la
décroissance de fluorescence peut étre utilisée pour mesurer des parameétres liés a
lenvironnement moléculaire du fluorophore ou a l'état métabolique des cellules ou
du tissud2%, C’est 'imagerie FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy). Quant
a la photo-toxicité et aux effets thermiques engendrés par I'absorption de photons, ils
peuvent étre recherchés dans le but de détruire spécifiqguement des cellules
notamment tumorales : c’est la photo-thérapie utilisée par exemple en dermatologie
pour traiter les carcinomes326,
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3.2 Microscopie confocale de fluorescence

3.2.1 Microscopie de fluorescence a un photon

Durant le XXé™ siécle, la microscopie optique est devenue un puissant moyen
d’étude en biologie en entrant dans I'ére de la fluorescence. En effet, la microscopie
de fluorescence permet la détection et la visualisation de cellules, particules ou
tissus spécifiques inaccessibles en microscopie optique conventionnelle. Pour cela,
elle a grandement bénéficié des avancées en chimie des fluorophores,
immunohistochimie et manipulations génétiques. Plusieurs techniques de
microscopie de fluorescence, basées sur I'excitation monophotonique dans le visible
ou l'ultraviolet, ont été développées afin de révéler des processus biologiques

inconnus jusqu’alors.

La microscopie de fluorescence classique par transmission repose sur
lexcitation de I'échantillon dans sa totalité grace a un faisceau excitateur situé du
c6té de l'échantillon opposé a lobjectif. Cette technique est bien adaptée a I'étude
d’échantillons extrémement fins car c’est le signal de fluorescence transmis a travers
'échantillon qui est collecté. La résolution axiale de la microscopie de fluorescence
classique par transmission est grandement limitée par le fait que le signal provenant
d’'une zone de 'échantillon située dans le plan focal du microscope est entaché de la

fluorescence provenant de tous les plans hors focus de I'échantillon.

La microscopie a épi-fluorescence repose sur la collection de la fluorescence
émise dans la direction de l'objectif du microscope, ce dernier servant a la fois a
focaliser le faisceau excitateur et a collecter le signal utile. Cette technique permet
limagerie de tissus biologiques plus épais, méme si la pénétration du faisceau
excitateur est grandement perturbée par labsorption du rayonnement visible a
quelques dizaines de micrométres. De méme que pour la microscopie de
fluorescence classique par transmission, la résolution axiale de la microscopie a épi-
fluorescence est fortement limitée par la superposition des signaux de fluorescence

provenant des plans hors focus de I'échantillon.
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La microscopie confocale de fluorescence vise justement a surmonter le
probléeme de la superposition de I'émission de fluorescence dans le plan focal et
dans les plans voisins afin d’augmenter la résolution axiale. Pour ce faire, un simple
sténopé est positionné sur le chemin optique du faisceau d’émission de
fluorescence, permettant de filtrer spatialement la grande majorité du signal
défocalisé. Le principe, les performances et les limitations du microscope confocal

sont abordés dans les paragraphes suivants.

3.2.2 Principe physique

Le principe de la microscopie confocale a été breveté en 1957 par Marvin
Minsky327:328 puis produit commercialement a partir de 1980 suite au développement
de sources lasers adaptées et aux progrés de linstrumentation notamment en
matiére de balayage du faisceau excitateur sur I'échantillon3?® (le balayage sera
abordé a la partie 3.5.3). La microscopie confocale s’est alors largement répandue
en sciences, et particulierement en biologie, en permettant I'observation de
structures tridimensionnelles dans des tissus relativement épais tels que des cultures
cellulaires ou des tranches de tissus330. La Figure 35 présente le principe de

fonctionnement d’un microscope confocal.
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(diaphragme confocal)
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Détecteur

Figure 35. Principe du microscope confocal. Les traits bleus représentent le faisceau excitateur, les traits
rouges le signal de fluorescence émise a partir du plan focal objet de la lentille et les traits gris en

pointillés le signal de fluorescence émise a partir d’'un plan défocalisé de I’échantillon.

Le faisceau d’excitation (laser ou lampe) est focalisé sur I'échantillon par I'objectif. La
fluorescence émise vers l'arriére est collectée par ce méme obijectif et focalisée vers
un deétecteur aprés avoir été déviée par un miroir dichroique permettant la
discrimination entre le faisceau d’excitation et le faisceau d’émission. Un sténopé ou
diaphragme confocal (pinhole en anglais) est placé dans le plan focal image de la
lentille. Ce sténopé laisse passer la fluorescence émise par la zone de I'échantillon
située dans le plan focal objet de la lentille (traits bleus sur la Figure 35) et bloque
celle émise par les plans adjacents, donc défocalisés (traits pointillés gris sur la
Figure 35). Il en résulte une trés bonne résolution axiale, mais aussi une amélioration
de la résolution latérale de la microscopie confocale par rapport a la microscopie
classique, permettant 'imagerie tridimensionnelle d’objets par prise successive de

clichés en excitant a différentes profondeurs de I'échantillon.
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3.2.3 Performances

La taille du sténopé conditionne dans une certaine mesure la résolution axiale de la
microscopie confocale. En effet, laugmentation du diamétre du sténopé permet la
détection d’une plus grande quantité de fluorescence au détriment de la résolution a
cause de la superposition du signal provenant de plans défocalisés. La limite
inférieure du diameétre du sténopé est conditionnée par la limite de diffraction. Ainsi,
le diamétre optimal @,,,, du sténopé offrant la meilleure résolution sera fonction de la

taille de la tache d’Airy, c’est-a-dire :
Dmax = Q)Airyy

Equation 6

ou y est le grandissement du systéme optique de focalisation et @,;,,, le diamétre de

la tache d’Airy au foyer de [lobjectif, dépendant de la longueur d’onde. Cette
dépendance en longueur d’onde est due a la diffraction. La résolution au sens de
Rayleigh, aussi appelée pouvoir séparateur (capacité a discriminer deux disques
d’Airy), correspond a la distance entre deux points objets pour laquelle le maximum
d’intensité du disque d’Airy du premier point correspond au premier minimum du

disque d’Airy du second point.

Dans le plan x-y correspondant au plan de l'image, la résolution latérale est notée

d et sa valeur théorique est égale a:

xy confocal>

0.44
xy confocal — W

d

Equation 7

ou ON désigne l'ouverture numérique de l'objectif et A la longueur d’onde.

Dans la direction de propagation, et avec un sténopé adapté a la limite de diffraction,

la résolution axiale, notée d vaut en théorie :

z confocal?
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1.4

dz confocal = ONZ

Equation 8

A titre d’exemple, l'objectif utilisé dans le cadre de ces travaux de thése (objectif a
immersion Carl Zeiss W Plan-Apochromatique 20%/1.0 DIC D=0.17 M27 75mm)
fournit pour une longueur d’onde de 500 nm une résolution axiale théorique
de 700nm et une résolution latérale théorique de 200 nm. Cette excellente
résolution axiale de la microscopie confocale, de lordre du micrométre, la rend
parfaitement adaptée a [limagerie tridimensionnelle d’échantilons de quelques
dizaines de micrometres. En pratique, ces valeurs théoriques sont rapidement
dégradées par la diffusion du faisceau excitateur lorsque le point focal s’enfonce
dans l'échantillon. Cette dégradation est d’autant plus grande que la longueur d’onde

est faible et que le tissu est diffusant.

Une bibliographie compléte présentant les travaux détaillant les considérations
théoriques des performances de la microscopie confocale est disponible en annexe

de la référence [331].

3.2.4 Limitations

Une premiére limitation de la microscopie confocale provient du large volume de
l'échantillon dans lequel se produit 'absorption monophotonique comparé au volume
dont la fluorescence est détectée, en dehors duquel le signal est filtré par le sténopé
(cf. Figure 36). I en résulte un photo-blanchiment prématuré de ['échantillon

dommageable a I'imagerie.
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Faisceau
excitateur

Objectif

Figure 36. Représentation schématique du volume de I'échantillon dans lequel est généré de la
fluorescence lors d’excitation monophotonique. Le rectangle noir représente le volume de I’échantillon
dont la fluorescence peut étre détectée en microscopie confocale de fluorescence, le reste étant filtré par

le sténopé.

Le fait que le volume de I'échantillon absorbant le faisceau incident soit largement
plus grand que le volume dont I'émission de fluorescence peut étre détectée
engendre également une potentielle photo-toxicité importante, notamment lors du
balayage de l'échantillon en profondeur ou la méme zone est excitée a plusieurs

reprises332,

Cependant, la limitation principale de la microscopie confocale reste la trés rapide
dégradation de la résolution lorsque le point focal s’enfonce dans I'échantillon. Les
courtes longueurs d’onde d’excitation (UV ou visible) rendent le phénoméne de
diffusion rédhibitoire dés que la profondeur d’imagerie dépasse quelques dizaines de

micromeétres.
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3.2.5 Fluorophores utilisés

Les fluorophores utilisés en microscopie confocale dans le cadre de cette thése sont
la protéine de fluorescence verte (GFP) et 'Alexa Fluor 647 dont les spectres

d’absorption et d’émission de fluorescence sont présentés en Figure 37.
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Figure 37. Spectres normalisés d'absorption monophotonique (pointillés) et d'émission (traits pleins) de

la GFP (cyan) et de I'Alexa Fluor 647 (rose). Extrait du SpectraViewer de Life Technologies.
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3.3 Microscopie de fluorescence par excitationa deux photons

3.3.1 Breve revue historique

La possibilitté de générer des processus nonlinéaires par des faisceaux optiques
intenses est reconnue depuis de nombreuses années. En particulier, le processus d’
EDP a été prédit pour la premiére fois par Maria Goppert-Mayer en 1929 dans sa
thése de doctorat sur les transitions quantiques a deux photons dans les
atomes333.334. Ces travaux d’une importance capitale ont été récompensés par le prix
Nobel de physique en 1963. Le travail expérimental en optique non linéaire n'a
cependant réellement débuté qu’aprés la mise au point du premier laser, en 1960335,
Dés 1961, les travaux de Franken et de son équipe portent sur la génération de
seconde harmonique33¢ dont il sera question plus en détail au paragraphe 3.4
Génération d’harmoniques. Deux ans aprés la publication de larticle de Franken et
al.,, Kaiser et Garret décrivent la premiére observation d’EDP33% a travers la
fluorescence de CaFz2:Eu?*. Par la suite, ils démontrent que 'EDP est capable
d’exciter la fluorescence de colorants organiques. Depuis, les spectres d’absorption
par EDP de nombreuses molécules ont été mesurés (cf. référence [338] pour une
revue). La spectroscopie a deux photons a alors été largement employée pour
étudier la structure électronique des états excités de molécules, apportant par
l'expérience la vérification ultime de la théorie de Maria Goppert-Mayer 32 ans aprés

sa formulation théorique.

Par analogie avec les processus a deux photons, la spectroscopie par excitation a
trois photons a été décrite par Singh et Bradley en 196433, posant les bases de la
microcopie de fluorescence par excitation a trois photons (cf. références [340,341]
pour une revue). Le terme générique de microscopie multiphotonique englobe
dorénavant les microscopies de fluorescence par excitation a deux (microscopie

biphotonique), trois, ou encore quatre photons342.

La microscopie par EDP a connu un essor spectaculaire en biologie depuis les
travaux de Denk et al. en 199034, Depuis, de nombreuses applications et
développements de cette technique ont été publiés, conduisant a des avancées

significatives dans la compréhension de différents champs de la biologie moderne
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dont Iimmunologie3#345  |a cancérologie3*®, les neurosciences®*’ ou encore la

biologie du développement348,

3.3.2 Principe physique

L’EDP de molécules est un processus non linéaire mettant en jeu I'absorption quasi-
simultanée de deux photons chacun possédant une énergie deux fois inférieure a

celle nécessaire pour provoquer la transition vers un état excité (cf. Figure 38).

Etat singulet
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Figure 38. Génération du rayonnement de fluorescence par excitation a deux photons. Les fleches rouges
représentent chacune un photon d'énergie deux fois inférieure a celle requise pour la transition vers I'état

S1. Le photon de fluorescence (fleche verte) est généré lors du retour de la molécule a I'état fondamental.

Les fleches grises en pointillés représentent les transitions non radiatives.

D’un point de vue quantique, le premier photon excite la molécule qui passe dans un
état virtuel intermédiaire : c’est un état instable a tres faible durée de vie (quelques
fs). L’absorption d'un second photon, si elle a lieu durant les quelques
femtosecondes suivantes, lui apporte finalement 'énergie nécessaire pour accéder a
état excité. Une telle densité spatio-temporelle de photons nécessite des faisceaux
trés intenses, et en pratique, ce processus d’absorption a deux photons ne se

produira qu'aux points de focalisation.
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Dans le cas de 'EDP, le nombre de photons absorbés par unité de temps varie

quadratiquement avec lintensité incidente349.3%0 :
N,, = 6CI,?

Equation 9

ou C est la concentration en fluorophore, exprimée en molécules.cm-3, I, I'intensité
incidente (en photons.cm2.s'), et & la section efficace d’absorption a deux photons
(en cm*.s.molécule-'.photon!). Ce paramétre est souvent exprimé en Goppert-Mayer
(1 GM = 10-%0 cm*.s.molécule-'.photon™").

Le flux de photons détectés, noté Flzp et exprimé en photons/cm2.s-!, vaut :

Q

Flzp = KCE6dIOZ

Equation 10

ou K est une constante dépendant des conditions expérimentales (efficacité de
détection, sensibilité en fonction de la longueur d’onde, etc.), d est la distance sur
laquelle I'échantillon absorbe (en cm) et Q le rendement quantique de fluorescence.
Le facteur 1/2 associé provient du fait que deux photons sont nécessaires a

'excitation d’une molécule, contre un seul photon généré.

Par comparaison, et en 'absence de saturation et de photo-blanchiment, le nombre
de photons absorbés par unité de temps et de volume dans le cas d’absorption

monophotonique est proportionnel a lintensité incidente:
Nip = 0,pCl,

Equation 11

ou o1p est la section efficace d’absorption a un photon (exprimée en cm2molécule").

Le flux de photons de fluorescence détecté, noté Fl;p vaut quant a lui :
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Fl, = KCo,,Qdl,

Equation 12

Le flux de photons de fluorescence détecté, et donc l'intensité de fluorescence, varie
donc quadratiquement avec l'intensité incidente dans le cas de 'EDP, alors que cette

méme grandeur varie linéairement pour le cas de I'excitation monophotonique.

3.3.3 Performances

Les sections efficaces d’absorption a deux photons étant relativement faibles, il
convient de respecter certaines conditions afin d’optimiser [excitation des
fluorophores. En particulier, le flux de photons incident doit étre trés élevé afin
d’obtenir la meilleure efficacité d’excitation de fluorescence. C’est pourquoi
lutilisation de sources lasers impulsionnelles ultra-courtes s’est imposée dans les

microscopes biphotoniques.

Pour des impulsions de profils spatio-temporels gaussiens, l'intensité en un point de

coordonnées (X, y, z) et au temps t est donnée par la relation suivante :

2(x*+y%) 272 £\2
106y,2,0) = lpexp l_w—oz P17z | P _(?)

Equation 13

ou Ip est lintensité du faisceau incident, wo le waist du faisceau et 7 la durée des

impulsions. Dans le plan d’intensité maximale (z=0), I'énergie E d’une impulsion

E=]§=ﬂ1d5dt

Equation 14

vaut :
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ou dS=dxdy est I'élément de surface, P la puissance moyenne de la source et f la

fréquence des impulsions. Cette énergie s’exprime donc par :

2
w,
E =7T\/77107OT

Equation 15

Ces équations nous permettent de relier les paramétres de la source laser (P, f, 1),

les parametres de focalisation (wo), et Iy, l'intensité incidente :

2P 1

0 _n\/EfTWOZ

Equation 16

D’aprés cette derniere expression, [lintensité incidente, et donc [lefficacité
d’excitation, est d’autant plus importante que la durée des impulsions est breve et
que le waist du faisceau est petit, pour une puissance moyenne donnée. Cela
explique [lutilisation d’une source laser avec des impulsions les plus courtes
possibles (typiquement 150 fs pour le laser Chameleon Coherent utilisé dans le
cadre de ces travaux de thése) et d'un objectif possédant une grande ouverture
numérique de fagcon a minimiser la tache d’Airy. En effet, le nombre de photons
2

absorbés, et donc le flux de fluorescence émise, est inversement proportionnel a

et w? (d’aprés Equation 16).

La résolution de la microscopie par EDP dépend de la fonction d’étalement du point

(Point Spread Function en anglais).

En reprenant I'expression de 'Equation 13, le volume d’excitation V vaut alors :
3

V= (g)iwgzo

Equation 17
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Pour un objectif d’ouverture numérique ON = 1.0 et pour A = 800 nm, les résolutions
axiale (zo) et latérale (wo) théoriques valent environ 900 nm et 400 nm, et sont donc

du méme ordre de grandeur que pour la microscopie confocale (cf. 3.2.3).

3.3.4 Avantages et limitations

Par rapport a la microscopie confocale a excitation monophotonique, la microscopie

par EDP posséde de nombreux avantages et quelques inconvénients.

Premierement, le fait que la probabilité d’absorption quasi-simultanée de deux
photons dépende de maniére quadratique de lintensité incidente engendre le fait
que la fluorescence n'est émise que dans une zone trés localisée de I'échantillon (cf.
Figure 39). Cette zone est caractérisée par la fonction d’étalement du point qui
dépend notamment de linstrumentation et de la longueur d’'onde du rayonnement.
De ce fait, I'utilisation d’'un sténopé est rendue dans la plupart des cas superflue car
la totalité de la fluorescence générée peut étre collectée sans dégradation de la

résolution comme c’est le cas en microscopie de fluorescence conventionnelle.

Faisceau
excitateur

Objectif

Figure 39. Représentation schématique du volume de I'échantillon dans lequel est générée de la

fluorescence lors d’excitation a deux photons.

Le fait que le volume excité soit de taille comparable au voxel de détection entraine
une diminution importante du photo-blanchiment et de la photo-toxicité propres a la

microscopie confocale.
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Un autre avantage de 'EDP est sa capacité a détecter la fluorescence dans des
échantillons biologiques épais, en raison de la diffusion et de I'absorption réduite du
rayonnement proche infrarouge utilisé pour I'excitation. Dans le cas de la diffusion
quelquefois évoquée sous le terme « diffusion Rayleigh », les centres de diffusion
ont une taille caractéristique de beaucoup inférieure a la longueur d’onde de la
lumiére incidente, et la section efficace de diffusion est inversement proportionnelle a
la puissance quatriéeme de la longueur d’onde incidente338. Si des longueurs d’onde
de fluorescence équivalentes sont générées en microscopie a un photon et a deux
photons, un événement de diffusion durant la transition a deux photons a une
probabilité environ 10 fois moindre de survenir en comparaison de son équivalent a
un photon. Il en résulte une bien meilleure pénétrabilité du faisceau excitateur dans
des échantillons diffusants, tels que les tissus biologiques. Méme si cette diffusion
est seulement une approximation du comportement réel de la propagation de la
lumiére dans les tissus biologiques, la proportionnalité inverse entre diffusion et

longueur d’onde excitatrice demeure valide33,

Enfin, la microscopie par EDP posséde par rapport a la microscopie confocale un
avantage quant au fait que les spectres d’émission et d’absorption sont beaucoup
moins proches, rendant leur discrimination plus simple d’un point de vue pratique en

réduisant le risque d’atténuation du signal utile.

La microscopie par EDP ne possede toutefois pas que des avantages. Parmi ses
inconvénients, le principal est la nécessité d’'une source laser impulsionnelle, souvent
complexe et onéreuse. Un autre aspect négatif tient aux résolutions axiale et latérale

légérement dégradées par rapport a la microscopie confocale.

3.3.5 Fluorophores utilisés

Les fluorophores utilisés en microscopie par EDP dans le cadre de cette thése sont
la variante améliorée de la protéine de fluorescence verte (eGFP) et I'Alexa Fluor
568 dont les spectres d’absorption et de fluorescence sont présentés sur les Figure

40 et Figure 41. Le spectre de I'Alexa Fluor 633, également employée dans ces
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3.4 Génération de seconde harmonique

3.4.1 Généralités

La Génération de Seconde Harmonique (GSH, souvent évoquée sous son acronyme
anglais SHG pour Second Harmonic Generation) est un processus optique nonlinéaire
de doublage de fréquence par lequel deux photons de fréquence donnée sont
convertis en un photon unique a la fréquence double. Ce phénoméne a été observé
pour la premiére fois en 196133 par Franken et al. qui ont montré que la propagation
d’'un faisceau provenant d’'un laser a rubis dans un cristal de quartz génére un
rayonnement optique a la fréquence harmonique double. Cette technique est passée
relativement inapergue durant plusieurs décennies en raison du faible nombre de
matériaux connus capables de générer ce signal®®?-3%4. C’est la découverte de
marqueurs endogénes pouvant conduire a la GSH qui a provoqué un intérét pour
I'utilisation de cette technique en biologie, d’autant plus que les résolutions spatiales
de la microscopie par EDP et par GSH sont comparables. Toutefois, GSH et
microscopie par EDP sont par nature fondamentalement différents. En effet, la GSH
est basée sur une diffusion non linéaire alors que I'imagerie par EDP repose sur une
absorption non linéaire précédant la génération de fluorescence. Ainsi, la GSH est une
technique cohérente alors que 'EDP ne I'est pas. Nous verrons dans les paragraphes

suivants que la GSH repose, au niveau moléculaire, sur une diffusion non linéaire.

3.4.2 Diffusion non linéaire

Dans un premier temps, intéressons-nous a la diffusion radiative d’'une molécule

isolée, caractérisée par un simple dipéle électrique. Le moment dipolaire i s’écrit :
i =qr

Equation 18
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ou q est la charge du dipdle moléculaire et 7 son déplacement relatif. Les forces,
notamment électriques, appliquées aux électrons de la molécule occasionnent des
modifications du moment dipolaire. Ces forces électriques sont caractérisées par des

énergies d’interaction W de la forme :
W=4-E

Equation 19

ou E estle champ électrique appliqué.

Dans ce modele simplifié, la molécule symétrique est considérée comme une tige le
long de laquelle le nuage électronique se déplace. Lors de l'illumination, le nuage
électronique est soumis a une force sinusoidale de pulsation w, projetée le long de
I'axe de la molécule. Il en résulte une déformation symétrique du nuage électronique,
dont la décomposition en série de Fourier est gouvernée par un terme principal de
pulsation w, et générant ainsi une radiation diffusée a cette méme pulsation w (cf.
Figure 42). Dans cette configuration, aucune GSH n’est possible puisque la
décomposition en série de Fourier d’un signal symétrique ne comporte que des termes
impairs.

Molécule symétrique

VA, -

Figure 42. Le mouvement du nuage électronique d'une molécule symétrique uniaxe (rectangle jaune)

produit a la pulsation w provoque une diffusion non linéaire a la méme pulsation.

Lorsque la molécule présente une dissymétrie de charge, par exemple en présence

d’'un groupe donneur d’électrons (D) a une extrémité et un groupe accepteur (A) a
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I'autre, le mouvement électronique est favorisé dans la direction D — A. Le mouvement
électronique occasionné par la présence d’'un champ excitateur sinusoidal est toujours

périodique, mais n’est plus symétrique (cf. Figure 43).

Molécule asymétrique

Figure 43. Dans une molécule asymétrique, le mouvement électronique induit par un champ sinusoidal

produit une lumiére diffusée de fréquences combinées w et 2w.

Cette dissymétrie fait apparaitre des termes pairs dans la décomposition en série de
Fourier. L’accélération du nuage électronique induite par le champ sinusoidal produit
donc des composantes fréquentielles supplémentaires de rayonnement diffusé : en
plus de la composante de pulsation w, la radiation diffusée contient aussi des
composantes non linéaires de pulsation 0 (champ statique) et 2w (premier ordre de
perturbation). Le rayonnement diffusé de pulsation 2w peut étre a l'origine de la GSH

sous certaines conditions.

La question se complexifie lorsque plusieurs molécules, modélisées par des dipbles
asymeétriques, sont présentes cote-a-cote, a une distance bien inférieure a la longueur
d'onde du rayonnement incident. Lorsque ces molécules sont excitées, leurs
mouvements électroniques respectifs sont identiques et le rayonnement non linéaire

diffusé sera en phase (cf. Figure 44).
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Figure 44. Diffusion non linéaire (sinusoides rouges) en phase pour deux molécules asymétriques,
identiques, paralléles et proches (haut) et en opposition de phases pour deux molécules asymétriques,
identiques et antiparalléles (bas). Les rayonnements diffusés de pulsation w ne sont pas représentés pour

plus de clarté.

Si les deux molécules proches sont orientées en sens opposé (cf. Figure 44), les
composantes asymeétriques des mouvements des nuages électroniques sont
inversées. Les rayonnements non linéaires diffusés qui en résultent présentent un

déphasage de 1 et s’annulent.

3.4.3 Génération de seconde harmonique a I’échelle tissulaire
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Les applications biologiques ont généralement pour cible un tissu composé non pas
d’'une ou deux molécules mais d’'une population plus fournie. Considérons donc une
population de N molécules en solution, donc présentant des orientations aléatoires (cf.
Figure 45, haut). Dans ce cas, les contributions individuelles ont des phases
indépendantes et la résultante est incohérente. La puissance totale du rayonnement

non linéaire diffusé est proportionnelle a N.

Figure 45. Diffusion non linéaire incohérente pour une population de molécules présentant des orientations
aléatoires (haut) et cohérente pour une population de molécules ayant la méme orientation conduisant a
un signal de GSH (bas).

Lorsque les molécules sont alignées dans la méme direction (cf. Figure 45, bas), les
phases des contributions individuelles non linéaires sont conditionnées par la phase
du champ incident. La résultante est donc cohérente. Lorsque ces rayonnements non
linéaires diffusés est produite avec cohérence par un ensemble structuré de
molécules, elle est appelée génération de seconde harmonique (GSH)3%. Puisque la
GSH est cohérente, sa puissance totale est proportionnelle a N? alors que le
rayonnement non linéaire diffusé€ non cohérent conserve une puissance

proportionnelle a N.
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La GSH étant cohérente sa distribution angulaire n’est pas isotrope, contrairement a
la diffusion non linéaire non cohérente. Le maximum d’intensité de GSH sera détecté

dans la direction du champ excitateur.

3.4.4 Sources endogénes de GSH

La GSH permet donc l'observation de structures organisées de molécules non-
centrosymétriques sans apport de sources exogénes comme il est souvent le cas en
microscopie de fluorescence. Ces macrostructures denses sont relativement rares
dans le tissu vivant, ce qui confére a la technique une spécificité tres intéressante. Les
sources endogénes de GSH en biologie sont principalement le collagéne fibrillaire 357~

362 les filaments de myosine3%8.363-365 |es faisceaux polarisés de microtubules366-368,

La détection du collagéne fibrillaire pulmonaire est un point clé de la technique
d’imagerie pulmonaire in vivo dont il est question au chapitre 7 de la présente thése. |l
s’agit d’'une famille de protéines présente dans la matrice extracellulaire des
organismes, conférant aux tissus sa résistance mécanique. En particulier, la structure
du chorion de la muqueuse pulmonaires est constituée de fibres de collagéene fibrillaire
résistantes a I'étirement et de fibres élastiques d’élastine, qui constituent par ailleurs
une source importante de fluorescence endogéne. Le collagéne fibrillaire de type | est
particulierement capable de générer un signal de seconde harmonique®%®-373, Notons
que la détection du collagéne par GSH offre de grandes possibilités en matiere d’étude
ou de diagnostic de maladies de type fibrose, notamment pulmonaire3’437% ou
rénale3’®, mais aussi dans I'étude de la cornée, de la peau ou du cancer (cf. référence

[377] pour une revue des applications de la GSH dans le diagnostic).

Le panel de gauche de la Figure 46 (extraite de I'article de conférence?’® présenté en
annexe 1) expose le signal de GSH du collagéne fibrillaire d’'un explant de poumon de
souris présentant des alvéoles et une bronchiole. L'image du milieu de la méme figure
présente le signal d’endofluorescence du méme échantillon, et I'image de droite la

superposition de ces signaux.
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Figure 46. Z-projection d'une tranche de poumon de souris observée selon différents contrastes. Gauche :
GSH, excitation a 854 nm. Milieu : endofluorescence, excitation a 488 nm. Droite : superposition de la GSH

et de I'endofluorescence. Barres d'échelle = 40 ym.

3.5 Instrumentation et configuration

Le développement de microscopes a deux photons a connu un essor considérable
depuis les travaux de Denk et al. en 1990343 jusqu’a I'heure actuelle ou cette technique
s’est imposée dans les laboratoires réalisant 'imagerie de tissus biologiques épais3’®.
Bien que de nouvelles techniques d’imagerie a base de fluorescence soient
constamment en cours de développement3?0, les sociétés spécialisées

commercialisent dorénavant d’excellents systémes de microscopie par EDP.

L’ensemble des travaux présentés dans cette thése a été effectué sur un microscope
développé et commercialisé par la société Carl Zeiss™, placé en laboratoire de niveau
2 de sécurité biologique (NSB-2) permettant la manipulation d’agents pathogénes de
classe 2 (souche Sterne de Bacillus anthracis). Le LSM 710 NLO™ (LSM pour Laser
Scanning Microscope, NLO pour Nonlinear Optics), couplé a un laser Chameleon
Coherent™ et a trois lasers visibles permet de réaliser de I'imagerie par balayage en
mode confocal, biphotonique et de générer le signal de seconde harmonique. Des
détecteurs internes ou délocalisés permettent de collecter les signaux d’intérét et de
réaliser des images en 3 ou 4 dimensions (c’est-a-dire 3 dimensions spatiales au cours

du temps).
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3.4.4 Sources endogénes de GSH

La GSH permet donc l'observation de structures organisées de molécules non-
centrosymeétriques sans apport de sources exogénes comme il est souvent le cas en
microscopie de fluorescence. Ces macrostructures denses sont relativement rares
dans le tissu vivant, ce qui confere a la technique une spécificité trés intéressante.
Les sources endogénes de GSH en biologie sont principalement le collagéne
fibrillaire3%7-362 |es filaments de myosine3%8:363-365 |es faisceaux polarisés de

microtubules366-368

La détection du collagéne fibrillaire pulmonaire est un point clé de la technique
d’imagerie pulmonaire in vivo dont il est question au chapitre 7 de la présente thése.
I s’agit d’'une famille de protéines présente dans la matrice extracellulaire des
organismes, conférant aux tissus sa résistance mécanique. En particulier, la
structure du chorion de la muqueuse pulmonaires est constituée de fibres de
collagéne fibrillaire résistantes a l'étirement et de fibres élastiques d’élastine, qui
constituent par ailleurs une source importante de fluorescence endogéne. Le
collagéne fibrillaire de type | est particuliérement capable de générer un signal de
seconde harmonique36®-373, Notons que la détection du collagéne par GSH offre de
grandes possibilités en matiére d’étude ou de diagnostic de maladies de type fibrose,
notamment pulmonaire374375 ou rénale®’%, mais aussi dans 'étude de la cornée, de la
peau ou du cancer (cf. référence [377] pour une revue des applications de la GSH

dans le diagnostic).

Le panel de gauche de la Figure 46 (extraite de l'article de conférence?’® présenté en
annexe 1) expose le signal de GSH du collagéne fibrillaire d’'un explant de poumon
de souris présentant des alvéoles et une bronchiole. L'image du milieu de la méme
figure présente le signal d’endofluorescence du méme échantillon, et I'image de

droite la superposition de ces signaux.
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Figure 46. Z-projection d'une tranche de poumon de souris observée selon différents contrastes.
Gauche : GSH, excitation a 854 nm. Milieu : endofluorescence, excitation a 488 nm. Droite : superposition

de la GSH et de I'endofluorescence. Barres d'échelle =40 ym.

3.5 Instrumentationet configuration

Le développement de microscopes a deux photons a connu un essor considérable
depuis les travaux de Denk et al. en 1990343 jusqu'a I'heure actuelle ou cette
technique s’est imposée dans les laboratoires réalisant limagerie de tissus
biologiques épais38. Bien que de nouvelles techniques d’imagerie a base de
fluorescence soient constamment en cours de développement3?, les sociétés
spécialisées commercialisent dorénavant d’excellents systtmes de microscopie par
EDP.

L’ensemble des travaux présentés dans cette thése a été effectué sur un microscope
développé et commercialisé par la société Carl Zeiss™, placé en laboratoire de
niveau 2 de sécurité biologique (NSB-2) permettant la manipulation d’agents
pathogénes de classe 2 (souche Sterne de Bacillus anthracis). Le LSM 710 NLO™
(LSM pour Laser Scanning Microscope, NLO pour Nonlinear Optics), couplé a un
laser Chameleon Coherent™ et a trois lasers visibles permet de réaliser de
limagerie par balayage en mode confocal, biphotonique et de générer le signal de
seconde harmonique. Des détecteurs internes ou délocalisés permettent de collecter
les signaux d’intérét et de réaliser des images en 3 ou 4 dimensions (c’est-a-dire 3

dimensions spatiales au cours du temps).
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Le but de ce paragraphe est de présenter les principales caractéristiques

instrumentales de l'appareillage utilisé dans le cadre de la présente these.

3.5.1 Lasers

L’excitation a deux photons est réalisée par un laser pulsé Ti:Sa Chameleon Ultra
commercialisé par la société Coherent™. Ce laser de classe 4, accordable en
longueur d’onde de 690 a 1020 nm présente une puissance moyenne superieure a
2.5 W a 800 nm pour une puissance créte supérieure a 200 kW. Le taux de répétition

est de 80 MHz pour une durée d’impulsion d’environ 140 fs (données constructeurs).

L’excitation a un photon pour la microscopie confocale est effectuée grace a

I'utilisation de trois lasers visibles :

- un laser He-Ne a 633 nm de 5 mW (classe 3b), dédié a lexcitation de
molécules du type Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 633, Cy5, etc. ;

- un laser He-Ne a 543 nm de 1 mW (classe 3b), pour l'excitation de la
rhodamine B, Cy3, etc. ;

- un laser Argon a 488 nm de 25 mW (classe 3b), pour I'excitation de la GFP,

fluorescéine, etc.

3.5.2 Objectif

Que ce soit en mode confocal ou biphotonique, I'objectif a immersion utilisé présente

les caractéristiques principales suivantes (données constructeur) :

nom commercial : Zeiss W Plan-Apochromat 20x/1.0 DIC M27 75mm ;

grandissement : 20x ;

ouverture numeérique : 1.0 ;

distance de travail : 1.8 mm;

126



3.5.3 Balayage

Le ou les faisceaux lasers sont projetés sur 'échantillon a travers lobjectif via une
téte de balayage dont la fonction est a la fois de focaliser le faisceau excitateur sur
chacun des pixels de la zone d’intérét mais aussi de permettre la collecte du
rayonnement de fluorescence ou de GSH par les détecteurs. Deux stratégies de

balayage sont utilisées : monodirectionnelle ou bidirectionnelle.
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Figure 47. Balayage monodirectionnel. Chaque rond noir représente un pixel, et les fleches rouges

représentent la trajectoire du faisceau incident.

Le balayage monodirectionnel (cf. Figure 47) présente une vitesse de balayage plus
faible qu’'en mode bidirectionnel en raison de la durée que nécessite le changement

de ligne et de colonne, durée pendant laquelle aucune acquisition n'est réalisée.
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Figure 48. Balayage bidirectionnel.

En mode bidirectionnel (cf. Figure 48) le temps d’acquisition est optimisé, car le
déplacement «inutile » de la téte de balayage est minimal. Ce mode entraine
toutefois un léger décalage entre les lignes de limage résultante qui peut altérer la

résolution. De nombreuses autres stratégies de balayage existent mais ne seront
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pas détaillées dans cette thése, comme lillumination a feuille de lumiére3® ou

lillumination multifocale380.381,

3.5.4 Configuration des détecteurs

En microscopie confocale, le rayonnement de fluorescence épicollecté (la
composante transmise n'étant pas accessible sur tissu épais) est focalisé
séquentiellement sur des détecteurs internes via la téte de balayage pendant une

durée de l'ordre de quelques microsecondes par pixel et par détecteur (dwell time).

En microscopie par EDP et GSH, le signal généré est dévié par un miroir dichroique
vers des détecteurs non-descannés (NDDs) aprés séparation par un jeu de filtres
adaptés aux fluorochromes observés (cf. Figure 49 pour un exemple de configuration
utilisé dans les expérimentations présentées au chapitre 7). Le fait de ne pas

retraverser la téte de balayage permet d’améliorer la sensibilité de détection.

Fluorescence
détectee

Figure 49. Configuration des filtres accolés aux détecteurs non-descannés. Le filtre R1 a une bande
passante de 660 a 730 nm, R2 de 417 a 437 nm, R3 de 500 a 550 nm et R4 de 565 a 610 nm. Le code

couleur choisi est le méme que celui utilisé pour coder les images 4 couleurs présentées au Chapitre 7.
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3.6 Conclusion

Ce chapitre avait pour vocation de présenter les techniques de microscopies
utilisées dans cette thése (microscopie confocale, biphotonique et par GSH). i
faut toutefois garder a l'esprit que de nombreuses autres techniques d’imagerie
de fluorescence non linéaire coexistent ou sont en cours de développement.
Sans chercher a toutes les citer, ces techniques peuvent consister en une
géométrie originale permettant d’améliorer la résolution axiale (c’est le cas du
microscope 4Pi3%2), en une stratégie d’illumination par feuilet de lumiére
permettant entre autres de diminuer le photo-blanchiment et d’augmenter la
vitesse d’acquisition (SPIM38338 pour Selective Plane lllumination Microscopy),
en la détection spécifique d’ondes évanescentes pour augmenter contraste et
rapport signal sur bruit (microscopie TIRF38 pour Total Internal Reflection
Fluorescence) ou encore en la désactivation successive des fluorophores dans
'environnement proche d’une molécule pour améliorer la résolution (microscopie

STED38 pour STimulated Emission Depletion).

En microscopie par EDP, des travaux récents ont montré la possibilité d’exciter
un fluorophore par absorption quasi-simultanée de deux photons de longueur
d'onde différente, permettant d’observer trois fluorophores de spectres

d’absorption trés différents a 'aide de deux faisceaux lasers387.388,

Enfin, citons les possibilités offertes par la génération de troisieme harmonique
qui permet limagerie des interfaces a fort gradient d’indice comme les

membranes et gouttelettes lipidiques369.:389.390,
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Chapitre 4
Etat de I'art de I'imagerie

microscopique dynamique du poumon
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4.1 Introduction

L'invention des premiers microscopes optiques a naturellement ouvert la voie a
'étude microscopique de [anatomie animale et humaine. Le poumon a alors
bénéficié d’'une attention particuliére : les premiéres observations du poumon de
petits animaux vivants ont été décrites a la fin du XVIIe™ siécle et ont conduit a
d'importantes découvertes en biologie et en médecine. Il s'agissait d'observations
microscopiques statiques sur explants d'organes (imagerie ex vivo), ou bien sur
explants maintenus dans des conditions favorables a la préservation de lactivité
moléculaire et cellulaire (imagerie in situ), ou bien encore sur petits animaux
anesthésiés ou immobilisés (imagerie in vivo). Certaines des premiéres observations
historiques en microscopie in vivo sont décrites en premiere partie du présent

chapitre.

Par la suite, de nombreuses techniques d'imagerie pulmonaire, statiques ou
dynamiques, sont nées d'une volonté d'étudier le poumon a des fins diagnostiques. |l
s'agit de techniques d'imagerie médicale complémentaires les unes des autres, et
souvent combinées, ou les effets secondaires liés a l'imagerie seront minimisés dans
la mesure du possible. Les principales de ces méthodes, briévement décrites en
deuxieme partie, permettent ['étude dynamique du poumon a [échelle

macroscopique, mais plus difficilement a I'échelle microscopique.

Plus tard, a la fin du XX®™ siécle, le développement de la microscopie de
fluorescence, notamment a excitation multi-photonique, a permis I'étude in vivo du
poumon a l'échelle cellulaire sur petit animal. Ces techniques permettent dorénavant
l'acquisition d'images microscopiques en quatre dimensions (trois dimensions
spatiales au cours du temps) au détriment de lintégrité physique dégradée par la
préparation plus ou moins invasive de lanimal. Une constante de toutes les
techniques d'imagerie dynamique pulmonaire in vivo, macroscopiques et
microscopiques, réside dans la difficulté d'obtenir au cours du temps des images
stables d'un organe dont la fonction physiologique impose un perpétuel mouvement.
Un bilan des techniques permettant d'atténuer a priori cet obstacle majeur, c’est-a-
dire par une préparation optimisée de 'animal en termes de stabilisation du poumon

mais au détriment de son intégrité, est présenté en troisieme partie. Le traitement a
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posteriori des images obtenues est souvent nécessaire afin de compenser les
mouvements résiduels de l'organe. Les techniques usuelles de post-traitement des

images pulmonaires effectuées in vivo sont présentées en quatriéeme partie.
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4.2 Premiéres observations microscopiques invivo

La premiére description d'une observation microscopique du poumon d'un animal
vivant est due a Marcello Malpighi (1628-1694). En 1661, il écrit deux lettres a son
ami et mentor Giovanni Alfonso Borelli dans lesquelles il présente ses observations
de poumons de grenouilles vivantes, aprés thoracotomie, a l'aide d'un des premiers

modéles de microscope optique3?'.

Dans sa premiere lettre, il explique avoir observé que la trachée se termine en "petits
vaisseaux dilatés", posant les bases anatomiques correctes des échanges gazeux
dans le poumon. Dans sa deuxiéme lettre il décrit la présence de "petits canaux
reliant les artéeres aux veines", structures connues a présent sous le nom de
capillaires sanguins, démontrant pour la premiére fois que la circulation sanguine se

fait en circuit fermé.

La Figure 50 extraite de son ouvrage présente deux schémas de certaines de ses

observations effectuées in vivo et in situ.

Figure 50. Haut : dessin d’'un poumon entier de grenouille (gauche) et coupé longitudinalement (droite).
Bas : dessin reproduisant I'observation microscopique d'une alvéole pulmonaire de mammifére avec ses

capillaires. Extrait de la référence [391].
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La méthode dite malpighienne, adaptée de la technique développée par Marcello
Malpighi, a continué a étre utilisée au cours des siecles suivants. Elle consiste en un
systéeme d'illumination par transmission a travers le diaphragme (cf. Figure 51)
permettant la visualisation du flux sanguin par microscopie en champ clair de

l'extrémité du poumon distal3®2.

—luno

DIAPHOAGM

Détection

P Illumination

1
QUARTZ ROD

Figure 51. Systéme d'illumination par transmission et positionnement du microscope lors d'observations

effectuées in vivo. Adapté de la référence [392].

Au début du XXém siécle, les techniques chirurgicales de plus en plus
perfectionnées ont permis la pose de "fenétres" de verre sur la cage thoracique de
chats anesthésiés ayant subi une thoracotomie d'environ un centimetre de diametre.
Cette fenétre est principalement destinée a éviter le collapsus pulmonaire. En effet,
une pression intra-thoracique physiologique est maintenue via un cathéter intra-
thoracique3®. L'imagerie peut alors étre effectuée directement a travers la fenétre,
car la dépression maintenue via le cathéter provoque un contact entre 'organe et
celle-ci comme illustré par la Figure 52. Cette technique est encore largement
utilisée de nos jours pour I'imagerie biphotonique in vivo notamment du systéme
nerveux central (moelle épiniére3%439% ou cerveaud%—491), de la peau*®? ou encore des

organes abdominaux*®® de petits animaux.
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wind ow exhaust (rubber fube)

Figure 52. Coupe transversale schématique de la paroi thoracique de mammifére montrant le

positionnement de la fenétre et le cathéter maintenant une dépression. Extrait de la référence [393].

Cependant les mouvements physiologiques cardiaques et respiratoires empéchent
l'acquisition rapide d'images et I'étude quantitative a I'échelle microscopique de
phénoménes dynamiques au niveau pulmonaire sur animal vivant. L'étude
dynamique repose alors principalement sur des techniques d'imagerie a I'échelle
macroscopique ou les mouvements physiologiques sont relativement moins

significatifs par rapport a la résolution de 'acquisition.
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4.3 Techniques d'imagerie macroscopique dynamique du poumon

invivo

4.3.1 Imagerie par rayons X

L'imagerie pulmonaire de sujets vivants a des fins médicales trouve son origine dans
la découverte des rayons X par Wilhelm Conrad Rontgen (1845-1923) en 1895404,
L'invention de la radiographie par rayons X qui lui a valu l'obtention du prix Nobel
de physique en 1901 consiste en la mesure de l'atténuation d'un faisceau de rayons
X traversant l'organe étudié. Le contraste de cette technique dépend a la fois de
I'épaisseur et du coefficient d'atténuation des structures traversées. Cette mesure
conduit a la réalisation de clichés en transmission permettant I'observation des tissus

profonds.

La radiographie a été démocratisée par la communauté médicale internationale en
quelques mois seulement. La France se dote dés 1897 d'un laboratoire de radiologie
au sein du service de médecine géneérale de I'hdpital Tenon, grace au Docteur
Béclére qui y réalise les premiéres radioscopies du thorax, permettant le dépistage

systématique de la tuberculose (cf. Figure 53).

Figure 53. Radiographie du thorax réalisée par le Docteur Béclére a la fin du XIX®™e siécle.
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La tomodensitométrie (TDM) est née dans la deuxiéme moitié du XXe™ siécle
grace aux travaux d’Allan MaclLeod et Godfrey Hounsfield, qui recurent le prix Nobel
de physiologie ou médecine en 1979 pour le « développement de la tomographie
axiale calculée ». En hommage a Hounsfield, l'unité d’absorption des rayons X porte
son nom. Son développement a été rendu possible par l'association de systemes
d'imagerie par rayons X a des calculateurs suffisamment puissants pour permettre
de réaliser rapidement les calculs, basés sur la transformée de Radon, nécessaires a
la reconstruction tridimensionnelle a partir des images bidimensionnelles. L'ajout de
la troisieme dimension a apporté une information souvent cruciale qui manquait aux

clichés réalisés par projection bidimensionnelle du signal collecté.

Cependant, les techniques d'imagerie pulmonaire par rayons X restent limitées a
I'étude de phénoménes a l'échelle macroscopique (résolution spatiale de l'ordre du
millimétre in vivo) et d'évolution lente en raison de leur résolution temporelle limitée
et des effets secondaires indésirables engendrés par l'absorption de doses de

rayons X importantes et rapprochées dans le temps.

4.3.2 Imagerie par Résonance Magnétique

Une technique d'imagerie in vivo non ionisante permettant de pallier ce dernier point

est 'Imagerie par Résonance Magnétique Nucléaire (IRM).

Née dans la deuxieme moitié du XX°™ siecle tout comme la TDM, I'RM découle
d'une application de travaux portant sur le couplage entre le moment magnétique du
noyau des atomes et le champ magnétique externe, couplage décrit par Felix Bloch
et Edward Mills Purcell en 194649, L’IRM repose sur I'utilisation d’un puissant champ
magnétique continu provoquant I'alignement des moments magnétiques de spin des
atomes du tissu. La superposition de gradients de champs magnétiques oscillants

entraine un phénomeéne de précession dont la mesure de la fréquence renseigne a la
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fois sur la localisation de 'atome dans le tissu et sur la concentration locale en
protons, de laquelle est issu le contraste de la technique. Paul Lauterbur et Peter
Mansfield recgurent le prix Nobel de physiologie ou médecine en 2003 pour l'invention
du principe de 'lRM.

Cette technique permet l'imagerie de tissus profonds, notamment pulmonaires, de
sujets vivants avec ou sans injection préalable de produits de contraste (cf. Figure 54
présentant deux exemples de contraste en IRM pulmonaire). Les développements de
I'RM ces vingt dernieres années ont conduit a la commercialisation de systémes
permettant lI'imagerie dynamique 2D et 3D de poumons humains, a une fréquence
d'acquisition de l'ordre de 10 Hz pour une résolution sub-centimétrique4®. Ces
techniques permettent I'étude dynamique in vivo des fonctions respiratoires a

I'échelle macroscopique sans utilisation de rayonnements ionisants.

Figure 54. Imagerie par Résonance Magnétique du poumon de sujets humains. © Hyperpolarized Noble
Gas MRI Lab.

4.3.3 Imagerie nucléaire par émission de positons

Différentes techniques d'imagerie dites nucléaires ont vu le jour au cours du XX&m

siécle, consistant en l'administration de traceurs radioactifs par voie entérale ou
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parentérale selon la technique employée et l'organe cible. Il s'agit des techniques
d'imagerie par émission comme la Tomographie par Emission de Positons (TEP).

La TEP est une technique de scintigraphie permettant I'imagerie pulmonaire par
perfusion ou ventilation d'un traceur marqué par un atome radioactif (carbone, fluor,
azote, oxygéne...) émettant des positons, dont l'annihilation produit elle-méme deux
photons gamma. La détection de ces photons permet la localisation de leur zone
d'émission, conférant a la technique son contraste dépendant de la concentration en

traceur.

La TEP, largement utilisée en imagerie médicale, permet habituellement la recherche
d'embolies pulmonaires aigués de maniere non invasive avec une résolution

centimétrique?07.

4.3.4 Imagerie par bioluminescence

L'imagerie par bioluminescence est une technique d'imagerie du petit animal non
invasive, basée sur la détection des photons émis lors de la catalyse de la luciférine
par l'enzyme luciférase. Cette méthode nécessite classiquement soit ['utilisation
d'animaux ou agents pathogenes transgéniques exprimant la luciférase et son
substrat, soit linjection d'une cible capable d'émetire le rayonnement de

luminescence.

La résolution spatiale milimétrique de limagerie par bioluminescence la rend
compatible avec le suivi sur animal entier de la migration de cellules cancéreuses ou
I'étude des organes cibles de l'accumulation d'agents pathogenes responsables de
maladies infectieuses dans l'organisme*#%. Dans le poumon, la résolution spatiale est
limitée par les mouvements respiratoires de I'animal et 'absorption des photons par

’'hémoglobine.

La quantification de I'accumulation de cibles luminescentes est possible sous réserve

de définir l'influence de parameétres tels que la profondeur des cibles luminescentes
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dans le tissu, le traitement chirurgical et la voie d'injection des cibles luminescentes
ou encore le positionnement de [animal afin de les intégrer au calcul de

quantification0°.

140



4.4 Techniques d'imagerie microscopique dynamique du poumon

invivo

Alors que limagerie macroscopique du poumon est peu sensible aux mouvements
physiologiques de l'organe, ce n'est plus le cas lorsque l'observation est effectuée a
I'échelle microscopique. En conséquence, le suivi dynamique in vivo du poumon a
I'échelle microscopique impose le développement de techniques destinées a
stabiliser l'organe, sans quoi les mouvements du poumon génent de fagon

rédhibitoire I'acquisition d'images précises de l'organe au cours du temps.

Le développement des microscopies de fluorescence (confocales et
multiphotoniques) dans la deuxiéme moitié du XXe™ siécle a ouvert la voie a
l'imagerie d'échantillons tridimensionnels a I'échelle microscopique in situ mais aussi
in vivo, bénéficiant largement de la possibilité d'observer des tissus épais offerte par
imagerie a excitation multiphotonique (cf. Chapitre 3) avec une résolution spatio-

temporelle bien supérieure ala TEP ou a 'lRM410:411,

Les techniques présentées ci-dessous sont destinées a supprimer ou atténuer les
mouvements physiologiques du poumon, provenant principalement de la respiration
et des battements cardiaques, de maniere a faciliter 'étude de la dynamique des

phénoménes observés a |'échelle microscopique.

4.4.1 Imagerie microscopique in situ

Une premiére étape vers limagerie microscopique in vivo du poumon est I'étude
d'explants d'organes fraichement prélevés maintenus dans des conditions favorables
a la préservation de la dynamique cellulaire. Les paramétres cruciaux sont la
température du milieu nutritif dans lequel est placé l'explant et l'oxygénation des
tissus*12. Cette méthode posséde l'avantage de permettre la réalisation de coupes du
poumon de seulement quelques micrométres d'épaisseur a l'aide d'un vibratome#'3,

L'injection dans la trachée de gélose a faible température de fusion quelques
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secondes aprés euthanasie est souvent utilisée car facilitant la réalisation de ces
coupes*'?2, méme si les conséquences de linjection d’'une grande quantité de gélose
(typiquement 1 mL) dans la trachée d’une souris, notamment sur la distribution des

particules ou pathogénes dans le poumon, n’a pas été investiguée.

A noter également la possibilité de travailler sur poumon isolé aprés euthanasie,
perfusé et ventilé, notamment pour des études portant sur la distribution de
particules (thérapeutiques ou non) dans le poumon mais aussi sur la physiologie de

l'organe*14-416,

Ces techniques ont permis la réalisation de nombreuses études in situ sur la
compréhension de mécanismes cellulaires pulmonaires*'” notamment en matiére de

réponse immunitaire et de trafic de leucocytes18:344:419,

Toutefois, le prélevement de l'organe supprime définitivement toute interaction avec
l'environnement (voies aériennes, flux sanguin, flux lymphatique, communication
nerveuse) et a ce titre perturbe de nombreux comportements cellulaires+2°, en plus
de provoquer une activation des leucocytes par le contact avec une surface
étrangere*?!. C’est pourquoi I'imagerie in vivo sera plus @ méme de permettre I'étude
de Tlorgane dans les conditions les plus proches de son environnement

physiologique.

4.4.2 Imagerie microscopique in vivo

Trois stratégies principales ont été développées afin de permettre l'imagerie
microscopique dynamique du poumon par la stabilisation mécanique de l'organe. |l
s’agit principalement de la ligature d’'une bronche, du collage d’un lobe ou du
maintien d’'un lobe du poumon sous l'objectif par utilisation d’'un systeme d’aspiration.
Le développement récent de la micro-endoscopie confocale sera enfin évoqué
puisque cette derniere permet de s’affranchir dans une certaine mesure des
mouvements thoraciques avec certaines limitations. Cette partie a pour but de

présenter ces quatre techniques de stabilisation du poumon utilisées a I'heure
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actuelle pour limagerie intravitale du poumon de petits animaux. Pour conclure,

quelques autres leviers sur lesquels il est possible de jouer seront décrits.

4421 Ligature d’'une bronche

Hall a publié en 1925 ses observations de poumon de chats et de lapins réalisées in
vivo*?2 en microscopie conventionnelle. Afin de stabiliser I'organe de [animal
anesthésié et ventilé mécaniquement, la bronche ipsilatérale est pincée a l'aide d'un
clamp apres thoracotomie de maniére a éliminer tout mouvement respiratoire. Le
poumon ainsi immobilisé est extrait et maintenu a I'extérieur de la cage thoracique
permettant imagerie microscopique stable, pendant que I'autre poumon réalise seul
la fonction respiratoire avec apport de dioxygéne permettant a 'animal de rester en
vie. L'utilisation de cette méthode a permis d’affiner au début du XX¢™ sjécle la
description du flux sanguin dans les artérioles, les capillaires et les veines, et son

comportement en présence d’épinéphrine.

Plus récemment, cette technique d’imagerie microscopique apres arrét de la
ventilation d’'un poumon a été réutilisée dans le cadre de I'étude de 'accumulation de
lymphocytes T CD4* au niveau pulmonaire dans des modéles d’asthme, démontrant

leur réle critique dans linitiation du phénotype asthmatique chez la souris#23.

Toutefois la ligature d’'une bronche entraine larrét de la fonction ventilatoire de
lorgane. L’atélectasie qui en résulte peut provoquer des liaisons irréversibles*2*
incompatibles avec la réduction de linvasivité recherchée dans la plupart des

expérimentations.
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4422 Fixation d’un lobe

D’autres équipes ont procédé en extrayant légérement le poumon de la cage
thoracique de rongeurs et en le collant sur une lamelle de verre, en prenant soin de
ne pas provoquer de rupture des voies aériennes au niveau des bronches ni
d’interruption du flux vasculaire et lymphatique. Le poumon est fixé par un anneau de
colle a usage vétérinaire et conservé dans une chambre maintenue a 37 °C durant la
durée de [l'expérimentation, pendant laquelle 'animal est placé sous ventilateur

mécanique.

Kreisel et al. ont pu observer en utilisant cette technique en 2010 I'extravasation de
neutrophiles de maniére monocyte-dépendante, durant une inflammation pulmonaire.
Ces travaux ont montré pour la premiére fois le réle central des monocytes circulants

dans la régulation du recrutement de neutrophiles au niveau pulmonaire*25.

L’étude du maintien de lintégrité physiologique du poumon dans ces conditions

nécessite toutefois des investigations supplémentaires+S.

4423 Suspensionde la ventilation

Une autre technique consiste a synchroniser les acquisitions d’imagerie avec la
phase dite de plateau expiratoire. Cette phase durant laquelle la pression pulmonaire
est maintenue supérieure a la pression atmosphérique lors de ventilation artificielle
est provoquée dans le but a la fois d’empécher le collapsus pulmonaire et
d’augmenter le temps d’échange gazeux entre I'alvéole et le capillaire en maintenant
lalvéole ouverte plus longtemps. Cette stabilité du poumon dure classiquement
environ 300 ms chez la souris mais peut étre maintenue 2 secondes*?, et méme
jusquUa 5 secondes*?’ dans certaines conditions, permettant une imagerie

microscopique tridimensionnelle stabilisée.

Cette procédure a été utilisée dés 1934 par Wearn et al. pour des études sur la

vascularisation du poumon de chats en microscopie conventionnelle3??2 mais aussi
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plus recemment par Tabuchi et al. qui ont présenté en 2008 une technique optimisée
permettant [I'étude quantitative en vidéomicroscopie de Ila vasoconstriction

conséquente a I'hypoxie chez la souris*?’,

Cependant, linterruption de la ventilation n'est pas une solution idéale pour
limagerie in vivo du petit animal en raison de probables effets négatifs engendrés
par laltération non seulement des taux de gaz sanguins mais aussi des pressions

systémiques et puimonaires40,

4424 Stabilisation de la surface du poumon par succion

L’utilisation d’'un systétme de succion créant une dépression entre la surface du
poumon et I'objectif du microscope permet également de stabiliser le poumon. Dans
cette technique, 'organe est « aspiré » sous l'objectif, et de ce fait nettement moins

sensible aux mouvements physiologiques, quils soient respiratoires ou
cardiaques?12:420:426,428-430,

Cette technique a permis récemment a I'équipe de Matthew Krummel d’observer le
comportement de c¢DCs CD11b pulmonaires en microscopie biphotonique,
démontrant le réle distinct des DCs alvéolaires par rapport aux DCs des régions
bronchiques. Ces deux sous-populations spatialement et fonctionnellement distinctes
agissent toutefois en synergie : la capture d’antigénes par les DCs alvéolaires
provoque I'accumulation et la rétention de DCs dans les régions bronchiques. Ces
DCs permettent alors l'activation de lymphocytes T antigéne-spécifiques accumulés

dans la méme région*2°.
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4425 Micro-endoscopie pulmonaire

La récente miniaturisation des microscopes confocaux permet maintenant 'imagerie
in vivo des voies aériennes supérieures et inférieures et des alvéoles pulmonaires
par les voies naturelles. Le micro-endoscope confocal repose sur l'utilisation d’un
faisceau de fibres optiques a I'entrée duquel est située la téte de balayage laser, et
dont la sortie est insérée dans la trachée du patient ou de [lanimal de

laboratoire431:432

Un tel systéeme a été commercialisé par la société Mauna Kea Technologies (France)
sous le nom de Cellvizio® et permet la micro-endoscopie confocale d’organes tels
que l'appareil digestif ou le poumon, comme l'ont démontré les récentes études

effectuées sur des rats infectés par Aspergillus fumigatus*33,

L’avantage de la micro-endoscopie confocale tient au fait que le mouvement
thoracique induit par la ventilation provoque un mouvement synchrone de l'extrémité

de 'endoscope, rendant possible le suivi d’'une méme zone du poumon.

Cependant, des limitations existent encore a I'heure actuelle pour [utilisation
geénéralisée d’un tel systeme : difficulté d’aligner plusieurs lasers et donc d’observer
plusieurs fluorophores, accés a une zone trés confinée de l'appareil respiratoire
(alvéole) et faible profondeur accessible en raison de I'excitation monophotonique.
Certaines de ces limitations sont en train d’étre levées, notamment grace au
développement technologique de la micro-endoscopie multiphotonique*3*. I demeure
toutefois I'impossibilité d’observer les phénoménes apparaissant a une échelle
spatiale supérieure a la taille typique d’une alvéole, tels que la migration cellulaire, ou
encore les phénoménes apparaissant dans la zone interstitielle du poumon

(vascularisation, extravasation, etc.).
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4426 Autres solutions

Afin de limiter encore les perturbations dues aux mouvements respiratoires et
cardiaques et/ou de diminuer l'invasivité des méthodes précédemment décrites, il est

possible d’agir sur certains autres parameétres.

Alors que la physiologie d'un petit animal impose une fréquence respiratoire
d’environ 150 bpm*35, plusieurs équipes ont diminué ce rythme respiratoire chez la
souris @ 130 bpm*#20, 120 bpm*25426 ou 100 bpm*?7, améliorant significativement la
stabilité des images. Dans certaines études, la bradycardie est associée a

linhalation de dioxygene pur4?? afin d’éviter I'hypoxie.

Il est possible de mettre en place une membrane en polyvinyle sur la partie excisée
de la cage thoracique*?’. Cette membrane transparente scellée au cyanoacrylate
permet le maintien d’'une pression intra-thoracique a —3 mm Hg grace a un cathéter
trans-diaphragmatique. Cette dépression établit un contact direct entre la surface du
poumon et la membrane, et permet aussi de maintenir une pression physiologique

diminuant la probabilité de collapsus pulmonaire.

L’utilisation d’un microscope inversé permet dans une certaine mesure de stabiliser
Forgane, ou en tout cas de maintenir le contact entre I'objectif du microscope et
lorgane+28430436  Cependant les mouvements respiratoires demeurent (cf.
supplément en ligne de la référence [430]). Dans le cas des deux articles
précédemment cités des mesures de diameétre de vaisseaux ont été effectuées a la
méme phase du cycle respiratoire afin d’éviter les distorsions dues aux contraintes

mécaniques inhérentes a la respiration.

Le relachement musculaire par curarisation, provoqué par injection de bromide de
pancuronium, permet de limiter les mouvements résiduels de l'animal placé sous

ventilateur mécanique*28.
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4.4.3 Bilan des techniques d’imagerie microscopique dynamique in vivo

A l'exception de la micro-endoscopie confocale dont le champ d’observation est
malheureusement limité a la taille d’'une alvéole, les techniques évoquées ci-dessus
ont toutes pour objectif de limiter a priori les mouvements de la cage thoracique par
une stabilisation mécanique du poumon (fixation, interruption provisoire ou non de la
fonction ventilatoire, succion). Cette stabilisation mécanique a des effets néfastes qui
ont été relevés dans la littérature, comme par exemple une atélectasie probable*2*
pour la ligature d’'une bronche ou une altération des taux de gaz sanguins*?° ou bien
une vasoconstriction*23 pour l'interruption de la ventilation. Par ailleurs, il n'y a pas de

données quantitative sur les conséquences de la technique de fixation d’un lobe 426,

Malgré ces critiques publiées, les contrOles, limités a des aspects globaux ou trés
spécifiques, n'ont a ce jour pas permis de démontrer sans ambiguité les effets
néfastes de la stabilisation mécanique d’un organe dont la fonction impose le
mouvement. A ce stade, il est difficile de conclure définitivement sur la non-invasivité
de ces techniques, et la prudence impose une certaine réserve quant aux résultats

produits.

La succion du poumon sous lobjectif semble a ce jour la technique publiée
présentant le meilleur compromis entre non-invasivité et stabilisation. La vérification
de 'absence de dommages causés a lorgane a été effectuée selon deux critéres :
pas d’augmentation significative de la perméabilité vasculaire (pas d’extravasation de
dextranes injectées en i.v.) et pas de formation d’cedéme pulmonaire (contrdlé a
posteriori par la mesure du rapport poids humide/poids sec dont la valeur
anormalement élevée peut étre symptomatique d’une accumulation d’eau dans
lorgane, donc d’'un cedéme)*26. Toutefois, les conséquences dues aux contraintes
non physiologiques d’une succion de 20 a 25 mm Hg exercées sur la surface du
poumon durant plusieurs heures sont difficilement quantifiables. Ces contraintes sont
a méme de produire un effet réwlsif dommageable a lactivité physiologique,
d’autant plus que la succion est produite précisément sur la zone étudiée, en surface
du poumon. Méme si la vitesse du flux vasculaire ne semble pas modifiée par la
succion de [lorgane, une détérioration du flux lymphatique consécutive a la

modification des paramétres ventilatoires est probable437-43 bien qu'encore sujette a
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discussion chez les praticiens**0. Le systéme lymphatique étant logiquement lié a la
réeponse immunitaire notamment grace au transport de CPAs, I'enjeu de développer
une technique de microscopie dynamique in vivo du poumon sans stabilisation
mécanique de lorgane apparait crucial dans des études impliquant la réponse

immunitaire consécutive a une infection.

Pour ce faire, le traitement a posteriori des données sera d’'une importance capitale.
Des stratégies de recalage ou d’élimination des artefacts dus aux mouvements
respiratoires ont été développées en grande partie dans le but d’affiner des
techniques d’imagerie pulmonaire dynamique macroscopique in vivo utilisées en
imagerie médicale, mais aussi plus anecdotiquement en imagerie microscopique

pulmonaire in vivo.
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4.5 Méthodesde correction des mouvements a posteriori

Le traitement des images acquises in vivo présentant des mouvements artéfactuels
conduit a une amélioration de Ila résolution des techniques d’imagerie
conventionnelle, et revét une importance capitale notamment dans le cadre de
limagerie médicale a visée diagnostique et thérapeutique. Le post-traitement peut
étre de plusieurs ordres: recalage des images effectuées au cours du temps,
correction des artefacts affectant une méme image, sélection des images selon leur
intérét. Ces techniques de traitement a posteriori seront choisies en fonction du type

d’artefact apparaissant sur 'image ou la série temporelle.

4.5.1 Conséquences de mouvements dommageables a I'imagerie

dynamique du poumon

Plusieurs types de perturbations peuvent apparaitre lors de I'imagerie au cours du
temps d’un échantillon, d’'un organe ou d'un sujet vivant. I peut s’agir d'une
perturbation au cours de [lacquisition d’'une image (cas de la microscopie par
balayage ou des acquisitions nécessitant un temps d’exposition supérieur a la durée
typique de la perturbation), ou affectant tout ou partie de la série temporelle d'images

(cas d’une dérive de I'échantillon).

Cette partie présente de maniére non exhaustive les exemples les plus courants de
perturbations liées a I'imagerie microscopique d’un sujet vivant, en particulier lorsque
limagerie est effectuée par balayage, ou d'un échantillon dont les propriétés
évoluent durant la phase d’'imagerie. Ces perturbations peuvent étre modélisées par
des transformations géométriques au sens mathématique du terme, c’est-a-dire a
des bijections d’une partie de 'ensemble géométrique de départ (limage exempte
d’artefacts) dans lui-méme, résultant en une image « transformée ». Une telle
transformation géométrique sera qualifiée de linéaire si elle peut s’écrire sous forme
d’'un polynébme de degré 1, éventuellement sous une forme matricielle ; elle sera en

revanche qualifiée de non linéaire dans les autres cas.

150



Quelques transformations géométriques modélisant les perturbations usuelles
résultant de l'imagerie par balayage d’un explant pulmonaire dont les propriétés
physiques évoluent au cours de [limagerie, ou du poumon d’un animal vivant
subissant les mouvements cardiaques et respiratoires, sont illustrées par les
exemples ci-dessous. Bien souvent ces transformations se combinent et coexistent

au sein d’'une méme série d’'image.

Pour la suite de cette partie, I'image avant transformation, c’est-a-dire exempte
d’artefact, est choisie assez simple a titre d’illustration (cf. Figure 55. Exemple d'image

avant transformation.Figure 55).

Figure 55. Exemple d'image avant transformation.

4511 Transformations géométriques linéaires rigides

Les transformations géométriques dites rigides (translation et rotation) préservent la
distance entre chaque paire de points de 'image. Il s’agit de transformations linéaires

car elles peuvent étre exprimées sous forme matricielle.

La translation est une transformation qui apparait lorsque I'échantillon subit une
dérive dans le plan (x, y). Il en résulte une transformation illustrée par la Figure 56.

La dérive peut étre exprimée par une simple matrice de translation (cf. Equation 20).
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Figure 56. Transformation géométrique linéaire rigide : exemple de la translation.

[1=61- ;]

Equation 20. Cas général d’une transformation géométrique linéaire de type translation en 2D.
Une légére rotation de limage (cf. Figure 57) peut apparaitre sous leffet du

mouvement cardiaque ou respiratoire et des contraintes exercées sur le poumon par

la cage thoracique dont le mouvement n’est pas isotrope.

Figure 57. Transformation géométrique linéaire rigide : exemple de la rotation d’'un angle 6.

La matrice de rotation d’'un angle 6 dans le sens anti-trigonométrique est exprimée

par 'Equation 21 :
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[x’] _ [ cosf sin@ [x]
y' —sinf® cos6lly
Equation 21. Cas d'une transformation géométrique linéaire

de type rotation d'un angle 8 dans le sens anti-trigonométrique.

451.2 Transformations géométriques linéaires non-rigides

Les transformations géométriques linéaires non-rigides peuvent étre exprimées sous
forme matricielle mais ne conservent pas les distances. Dans le cadre de l'imagerie
microscopique par balayage, il peut s’agir de cisaillement, en particulier lorsque
'échantillon subit une perturbation de type translation d’'une durée typique du méme
ordre de grandeur que la durée d’acquisition de I'image par balayage. Le résultat

d’une telle transformation est illustré parla Figure 58.

Figure 58. Transformation géométrique linéaire non-rigide : exemple d'un cisaillement paralléle a I'axe
des abscisses.

Le cas d’un cisaillement d’angle B paralléle a 'axe des abscisses comme illustré ci-

dessus peut s’écrire sous forme matricielle de la fagon suivante (Equation 22):

V=6 A0

Equation 22. Cas d'un cisaillement d'angle B8 paralléle a I'axe des abscisses.
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4513 Exemple de transformations géométriques non linéaires non-rigides

L’imagerie microscopique in vivo d’'un organe tel que le poumon subit également des
perturbations dont la modélisation s’avere plus complexe. Il s’agit des perturbations
dues aux mouvements thoraciques, provenant en majeure partie de la respiration et
des battements cardiaques. Les transformations géométriques qui en résultent et qui
pourraient modéliser ces perturbations sont de type non-rigide et non linéaire, c’est-
a-dire qu’elles ne peuvent pas étre exprimées sous forme matricielle. La Figure 59

illustre un tel cas de perturbation non linéaire.

Figure 59. Exemple de transformation géométrique non linéaire non-rigide.

4.5.2 Correction des perturbations affectant une image

Une premiere étape dans le traitement a posteriori des données issues d’imagerie
pulmonaire dynamique in vivo est la correction des perturbations affectant chaque
image de la série temporelle**!. Le but de cette étape est d’estimer les paramétres
de la transformation subie par image. Cette estimation est souvent réalisée par la
mesure aussi preécise que possible des paramétres de la perturbation ayant
provoqué la transformation. Dans le cas de I'imagerie pulmonaire, la perturbation est
provoquée principalement par les battements cardiaques et la ventilation du sujet qui

entrainent un mouvement de la cage thoracique et du poumon.
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Ainsi, de nombreuses stratégies d’'imagerie médicale sont basées sur la mesure des
parametres ventilatoires du sujet. Le monitoring des déplacements de la cage
thoracique et des battements cardiaques via un ECG permet alors de corriger les
perturbations dues a ces mouvements par application d'une estimation de la
transformation inverse, durant l'acquisition**2 notamment pour le guidage par
imagerie de radiothérapie*43444 mais aussi a posteriori lorsque I'imagerie est réalisée
a des fins diagnostiques (imagerie TEP, TDM ou IRM)#45-447,

Lorsque quil 'y a pas de moyen d’estimer les paramétres physiologiques ayant
provoqué une perturbation non-rigide, la recherche d’'un modéle de transformation
non linéaire peut étre effectuée par utilisation d’un certain nombre de points ou
régions de contrble définis par les experts sur une image de référence, ou
automatiquement a l'aide d’'une segmentation (cf. référence [448] pour une revue de
ces techniques). Une autre méthode se base sur la mise en correspondance par
blocs, notamment utilisée dans le cas de I'imagerie du thorax par TDM#49450, Dans
ce genre de méthode, la déformation est estimée localement puis propagée a
Fensemble de limage en utilisant des modéles d’interpolation notamment par des
fonctions B-splines*®'. La trés riche littérature sur la correction d'images médicales a
été synthétisée récemment dans la thése de doctorat de Z. Ouksili“52, Ces
techniques de correction des perturbations physiologiques sont particuliérement bien
adaptées a limagerie macroscopique d’une résolution comparable en ordre de
grandeur a [lamplitude typique des mouvements cardiaques et respiratoires

(respectivement de l'ordre du millimétre et du centimétre).

Toutefois, cette stratégie de correction des perturbations dues aux mouvements
thoraciques a également été utilisée afin de corriger les images effectuées a I'échelle
microscopique sur des rats anesthésiés et ventilés420, Dans cet article, les auteurs
ont utilisé une grille uniforme sur les images collectées, et les déformations entre les
différents noeuds de la grille au cours du temps ont été modélisées par des fonctions
B-splines optimisées de maniére a minimiser les dissimilarités entre images*3. Le
fait que les auteurs aient eu recours a une stabilisation mécanique du poumon des
rats par succion (cf. Page 145) révele les limites de cette technique de correction des

perturbations a I'échelle microscopique.
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4.5.3 Recalage d’images d’une série temporelle

Le recalage des images d’une série temporelle consiste a estimer les paramétres qui
maximisent la ressemblance entre deux images successives, en établissant un
modeéle de transformation linéaire ou non. Cette ressemblance peut étre définie selon
plusieurs criteres selon les situations. Dans le cas d'un recalage de structures
subissant un mouvement d’ensemble (cas d'une dérive de I'échantillon, c’est-a-dire
une translation en terme de transformation géométrique), une transformation linéaire
rigide est suffisante et peut étre estimée par calcul de cross-corrélation. Mlodzianoski
et al. ont publié en 2012 une technique basée sur le calcul du coefficient de cross-
corrélation spatiale entre plusieurs zones de I'échantillon au cours du temps#%*. Cette
technique leur a permis de corriger une dérive temporelle avec une résolution

spatiale de 'ordre de 5 nm en microscopie hyper-résolue.

4.5.4 Extraction des images d’intérét

Dans les premiéres expériences de microscopie pulmonaire in vivo3', cest le
cerveau de l'expérimentateur qui filtrait les informations d’intérét en éliminant les
images ou l'organe subissait une déformation, lui permettant de dessiner la structure
observée exempte de toute perturbation d’origine physiologique ou non. Cette
méthode subjective implique un temps d’observation significativement plus long que
la seule acquisition des images. Elle n'est applicable que dans les cas ou l'on peut
raisonnablement effectuer un grand nombre d’acquisitions, et la difficulté a définir un
crittre objectif rendant compte de [lintérét d'une image complique son
automatisation. Toutefois une étude récente suggére [utilisation d’un seuil de
coefficient de cross-corrélation afin de « trier » les images d’intérét, produisant des
résultats comparables au tri manuel effectué par plusieurs opérateurs indépendants

analysant des images TDM#55,

La méthode complémentaire consiste non plus a sélectionner les images d’intérét

mais a éliminer celles qui présentent une déformation jugée trop importante. En
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pratique, cela nécessite d’effectuer plusieurs séries temporelles et d’éliminer les
images qui présentent un coefficient de cross-corrélation inférieur a une valeur seuil
déterminée en fonction de la moyenne des séries temporelles. Cette méthode a été
utilisée dans le cadre d'imagerie microscopique dynamique in vivo et a permis une
amélioration remarquable du rendu dynamique (cf. figure supplémentaire 1 de la
référence [426]). Toutefois, la technique utilisée est a I'heure actuelle dépendante

d’une stabilisation a priori de 'organe (cf. page 145).
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4.6 Conclusion

Ce chapitre visait a présenter différentes techniques courantes d’imagerie permettant
étude dynamique du poumon in vivo. Si la plupart de ces techniques sont utilisées
en imagerie médicale a des fins diagnostiques et/ou thérapeutiques (TDM, IRM,
TEP), les techniques qu’elles utilisent pour corriger les déformations provenant des
mouvements inhérents a I'étude d’'un organe en perpétuel déplacement peuvent
parfois étre utilisées dans le cadre de limagerie pulmonaire microscopique
dynamique (technique de correction par fonctions de B-splines ou technique de fri
des images selon leur déformation). Ces mouvements thoraciques qualifiés de
« béte noire » (sic) de 'imagerie du poumon in vivo*®® représentent a I'heure actuelle

un challenge majeur pour son étude microscopique in vivo.

Néanmoins, a [I'heure actuelle, aucune technique d’imagerie pulmonaire
microscopique dynamique in vivo n'a pu s’affranchir d’une stabilisation a priori de
Forgane aux dépends du maintien de son intégrité physique et biologique, méme si
cette derniére est difficile a quantifier. Le but de cette thése est de présenter
lutilisation d’'une nouvelle méthode d’imagerie biphotonique pulmonaire sur souris
anesthésiée et ventilée sans stabilisation a priori de l'organe, méthode qui a été
appliguée avec succes a [létude d’interactions entre cellules immunitaires
pulmonaires dans un modele d’infection par le bacille du charbon.
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Chapitre 5

Travail expérimental :

discrimination de deux populations
cellulaires immunitaires exprimant la

méme protéine fluorescente
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5.1 Introduction

Le modele animal de référence choisi dans le cadre de ces travaux de thése, traitant
du réle de la sous-population CD11b de cDCs dans la physiopathologie de la
maladie du charbon pulmonaire, est la souris CX3CR1*9r. En effet, la majorité de la
sous-population CD11b de cDCs exprime le récepteur CX3CR1270 3 la fractalkine,
aussi appelée neurotectine. La fractalkine est une protéine transmembranaire et une
chimiokine impliquée dans 'adhésion et la migration de leucocytes#%”. La description
initiale de la lignée de souris CX3CR1*9" indique que la protéine de fluorescence
verte (eGFP) est exprimée par plusieurs lignées cellulaires myéloides dans différents
organes, comme les cellules de Kipfer du foie ou les cellules gliales du cerveau.
Dans les organes lymphoides, 'eGFP est exprimée dans des populations de DCs,
de monocytes et de cellules NK#%8, Dans le poumon, les deux populations principales
exprimant 'eGFP sont les monocytes résidents Gr-1°% (références [459—-461]) et les
cDCs CD11b* (référence [462]). En conséquence, l'utilisation de cette lignée ne

permet pas une détection spécifique de cDCs CD11b.

Dans ce chapitre, nous présentons un outil développé dans le cadre de cette these,
dont le but est de permettre une discrimination systématique des cDCs CD11b par
rapport aux autres populations cellulaires exprimant le méme marqueur fluorescent,
en particulier les monocytes. Nous montrons que la définition d'un critére
morphologique adapté permet de discriminer les « cellules dendritiformes » des
autres cellules exprimant 'eGFP. De plus, nous montrons par comparaison avec des
expérimentations quantitatives effectuées en cytométrie en flux que la population
dendritiforme mise en évidence par [utilisation du critere morphologique est
effectivement représentative de la population de cDCs CD11b, alors que l'autre

population est constituée principalement de monocytes.

Le critetre morphologique que nous définissons est appelé Mean Roundness
Coefficient (MRC). Il est intégré a un code de suivi cellulaire développé sous Matlab,
adapté du code de Blair et Dufresne*®3, permettant de calculer des paramétres tels
que la vitesse, le confinement ou le déplacement total des cellules selon la

population a laquelle elles appartiennent.
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Nous avons appliqué cette méthode a la comparaison du comportement des
monocytes et des DCs suite a une infection par des bactéries Gram-négatives,
infection simulée par linjection intra-trachéale de lipopolysaccharides (LPS). Pour
cela, nous avons réalisé des expérimentations en microscopie a 2 photons in situ,
c’est-a-dire sur coupes pulmonaires maintenues dans des conditions favorables a la
préservation de la dynamique cellulaire, aprés injection de LPS ou de PBS comme
contrOle. Afin de metire en évidence le plus rigoureusement possible des
déplacements cellulaires lents (de l'ordre de 1 um / minute), nous avons développé
une technique originale de recadrage des images utilisant I'information structurelle
provenant des fibrilles de collagenes détectées grace a la génération d’un signal de
seconde harmonique. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence la faisabilit¢ de
lobservation du comportement différent de deux populations cellulaires pulmonaires,

monocytes et cDCs CD11b, exprimant le méme fluorophore.
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5.2 Article: PLoS ONE 2012

Ce paragraphe présente un article publié en 2012 dans la revue PLoS One, et intitulé
« Shape-based tracking allows functionnal discrimination of two immune cell subsets

expressing the same fluorescent tag in mouse lung explant ».
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Abstract

Dendritic Cells (DC) represent a key lung immune cell population, which play a critical role in the antigen presenting process
and initiation of the adaptive immune response. The study of DCs has largely benefited from the joint development of
fluorescence microscopy and knock-in technology, leading to several mouse strains with constitutively labeled DC subsets.
However, in the lung most transgenic mice do express fluorescent protein not only in DCs, but also in closely related cell
lineages such as monocytes and macrophages. As an example, in the lungs of CX3CR179™ mice the green fluorescent
protein is expressed mostly by both CD11b conventional DCs and resident monocytes. Despite this non-specific staining,
we show that a shape criterion can discriminate these two particular subsets. Implemented in a cell tracking code, this
quantified criterion allows us to analyze the specific behavior of DCs under inflammatory conditions mediated by
lipopolysaccharide on lung explants. Compared to monocytes, we show that DCs move slower and are more confined, while
both populations do not have any chemotactism-associated movement. We could generalize from these results that DCs
can be automatically discriminated from other round-shaped cells expressing the same fluorescent protein in various lung
inflammation models.
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Introduction and conventional DCs [6]. In the lung at least two functionally
) ) ) distinct subsets of conventional DCs have been described,

The lung immune system is very efficient: (‘,.onstantly.exposed to expressing either the integrins CD11b or CD103 [7,8]. Most
pathogens and pollutants, the lower respiratory airways are CD11b+ DCs are found in the submucosae, while CD103+ DCs
nevertheless maintained sterile, while inflammation is kept at the are intraepithelial. Functionally, CD103+ are related to CD8o+
lowest l.evel (1]- Thls .tam" de fo ree 1s a resu?t of strong eVOlu_tl(.mary DCs and specialize in capturing apoptotic cells as well as activating
constraints to maintain the delicate architecture of alveoli intact CD8 T cells [9,10]. CD11b DCs are prone to activate CD4 T cells

and functional, allowing gas exchange at the alveolar-capillary and produce a wide array of chemokines [11,12]. The CD11b

interface. The lung immune system is then formed by individual subset will require a special attention here, because a majority of

cells d1§pers§d .along the surface of the respiratory tract [2]. The them express CXsCR1 [13]. As a result, transgenic CX45CR17/#P
dynamics of this system have been approached only recently at the

microscopic level by imaging technologies, mainly because the
lung movements i vivo or the drift ex vivo do not accommodate an
easy microscopic analysis [3].

Among the most important immune cells in the lungs are
monocytes, alveolar macrophages and dendritic cells (DCs) [1].
Structurally, macrophages are mostly residing on the external side
of the alveoli, while DCs lie in the interstitium [4]. Both alveolar
macrophages and DCs are resident cells. In contrast, monocytes
are mainly patrolling cells, forming in the case of infection an on-
site, ready to use, and rapidly mobilizable subset. They are also
known as precursors of macrophages and DCs in mouse lung [5].
To make the picture more accurate, DCs are not a unique
population. Classically DCs are categorized as plasmacytoid DCs

mice form a good model for imaging a major DC population in
the lung [14]. Interestingly, initial description of the CX3CR1Y/8P
mouse strain clearly showed that the enhanced Green Fluorescent
Protein (EGFP) is expressed in different organs in various myeloid
cells such as Kiipfer cells in the liver, and glial cells in the brain.
Within lymphoid organs EGFP is expressed in different cell
subtypes including DCs, monocytes and NK cells [15]. In the lung,
two main subsets including resident Gr-1'"" monocytes [5,16,17]
and CDI11b* DCs express EGFP in CX3CRI1Y#P mice [18].
Using this strain for imaging studies does not allow a systematic
discrimination of these two cell populations. So far, ex vivo
analysis of DCs subsets by two-photon microscopy have been

performed using MHCII-EGFP [19], and CDI11lc-YFP [20,21]
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Figure 1. Schematic representation of the drift correction strategy. A: Maximum intensity projection of a lung slice z-stack. Pulmonary
CX3CR1-GFP cells (green) and alveolar collagen mesh detected by collection of SHG signal (gray). Two-photon excitation wavelength =896 nm. B:
Dashed red squares show the optic field imaged by the microscope (CX3CR1-GFP in green and SHG in grey). The realignment phase consists in
calculating the tissue drift using the maximization of SHG signal cross-correlation.

doi:10.1371/journal.pone.0039831.g001

knock-in mouse strains, in trachea and lung explant, respectively.
However the same issue about the discrimination of macrophages
and DCs arises with these two models, due to their shared marker
expression in the lung.

The aim of the present study is to show how to overcome the
non-discrimination of different subsets sharing the same fluores-
cent tag expression in dynamic studies. Here, we demonstrate the
feasibility of an automated discrimination of two main CX3CRI1-
positive cell populations using a criterion based on the cell shape:
the roundness. In order to separate Round-shaped cells (RSCs)
and Dendritic-shaped Cells (DSCs), we suggest to introduce two
novel coefficients: the Instantaneous Roundness Coefficient (IRC)
measured in each frame and the Mean Roundness Coefficient
(MRC) calculated as the mean of the IRC on the total tracking
time for each cells. Using this strategy implemented in a cell
tracking code, we show that different behaviour can be observed
between the Round-shaped Cell (RSCs) and Dendritic-shaped

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Cell (DSCis) subsets. This novel approach may be generalized to
other transgenic animal strains (e.g. MHCII-EGFP and CD1lc-
YFP knock in mice). This could lead to a better understanding of
DC behaviour and a better analysis of the lung immune system
during infection.

Methods

Ethics Statement

All experimental procedures were performed in accordance
with the French Government guidelines for the care and use of
laboratory animals and were approved by the Institut de Recherche
Buomédicale des Armées cthics committee (approval number: 2010/

28.0).
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Figure 2. Parameters used for individual cell analysis. A: Edge
detection of two CX3CR1+ pulmonary cells and their roundness
coefficient. Scale bar =10 um. B: The relevant parameters used in this
work are: i) the Mean Roundness Coefficient (MRC), calculated for each
cell by meaning Instantaneous Roundness Coefficient (IRC) at each
consecutive observable time; ii) the Maximal Distance (MD) of a cell (red
arrow) is the longest distance covered from the first position; iii) the
Meandering Index (MI) is the final distance from the first position D,
divided by the total length covered.
doi:10.1371/journal.pone.0039831.9002

Animal Care Guidelines

CX5CR1Y#P mice (further referred as CX3CR1 mice) were
maintained under specific pathogen-free conditions at the Plate-
Forme de Haute Technologie Amimale (Institut Jean Roget, La Tronche,
France). Mice were kept under anesthesia during all manipulations
using ketamine-xylazine and all efforts were made to minimize
suffering. The working solution is composed of 20% Ketamine
1000 (Vibrac) and 5% Rompun (Bayer Healthcare) diluted in PBS

and was injected by intraperitoneal route (1.p.). To mimic the

effects of Gram-negative bacteria lung infection, 120 pg of

lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli (LPS-EB ultrapure,
InvivoGen) in a total volume of 55 pL diluted in PBS were
delivered by intratracheal route (i.t.). Control mice received an
equivalent volume of PBS.

Sample Preparation for microscopy

Mice were euthanized either 30 minutes (‘early stage’ group) or
4 hours (‘late stage’ group) post administration of PBS or LPS. Left
lobes of lung explants were cut in the middle with a vibratome
(Leica). The bottom of lung lobes was carefully glued on a Petri
dish filled up with phenol-red free RPMI medium (RPMI 1640,
PAN Biotech GmBH) at 37°C. Medium was refreshed every hour.
Explants were kept for one hour at 37°C in a 5% CO,
environment before imaging and kept at 37°C during the whole
experiment. This phase was aimed to stabilize the explant by
emptying out most of the air from the alveoli.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Shape-Based Immune Cell Subsets Discrimination

Flow Cytometry

Lungs were harvested after mouse euthanasia, mechanically
disrupted using gentleMACS™ Dissociator (Miltenyi Biotec)
according to manufacturer instructions, enzymatically digested
with 1 mg/mL Collagenase I (Worthington) for 30 min at 37°C in
50U/mL DNase I (Sigma)-containing DMEM. Then, the solution
was filtered with 70 pm cell strainers (Becton Dickinson) to obtain
single-cell suspensions.

Inhibition of nonantigen-specific binding of immunoglobulins to
Fec receptors was performed using a rat antimouse CD16/CD32
antibody (2.4G2 BD Biosciences). Cells were subsequently stained
for 30 min at 4°C with the following monoclonal antibodies: Alexa
Fluor 700 conjugated anti-CD45 (30-F11; Biolegend), PE-Cy7
conjugated anti-CD11b (M1/70; eBioscience), APC conjugated
anti-CD1lc (HL3; BD Biosciences), PE conjugated anti-NK1.1
(PK136; BD Biosciences), PercPCy5.5 anti-CD3e (145-2C11;
eBioscience), Alexa Fluor 700 conjugated anti-MHC II (MC-
114-15.2; eBioscience), PercPCy5.5 anti-F4/80 (BM8; Biolegend),
PE conjugated anti-CD80 (16-10A1; BD Biosciences), PE conju-
gated anti-CD103 (2E7; eBioscience).

Dead cells were excluded by staining for 30 min at 4°C with
Blue LIVE/DEAD® Fixable Dead Cell Stains (Invitrogen)
following the manufacturer instructions.

Cells were then fixed with Cellfix (BD Biosciences). Cell
acquisition was directly performed with an LSR-II machine using
FACSDiva software (BD Biosciences) and the data were analysed
with FlowJo software (TreeStar). Cell doublets were excluded
using FSC-A and FSC-H.

Microscopy Setup

Both second-harmonic generation (SHG) and two-photon
excitation fluorescence (TPEF) imaging were performed on a Zeiss
LSM 710 microscope equipped with a W Plan-Apochromat 20 x
NA 1.0 DIC M27 75mm water immersion objective (Zeiss). Two-
photon excitation was produced at 896 nm by a femtosecond Ti:
Sa laser (Chameleon Ultra, Coherent). SHG and EGFP signals
were both epidetected by two dedicated non-descanned detector,
one is coupled with a 500-550 nm band-pass system for EGFP
and the other with a 448 nm *20 nm band-pass filter for SHG. Z-
stacks were acquired every two minutes during one hour. Images
size was 512 by 512 pixels, corresponding to a field of view of 280
by 280 um.

Cell Tracking

Data processing was performed under Matlab using a multiple
particle tracking code by Blair and Dufresne (available on http://
physics.georgetown.edu/matlab/).

Statistical analysis

For the four experimental conditions (mixing ecarly/late stage
and PBS/LPS delivery), results from three mice were pooled.
Comparisons between groups were performed using Mann-
Whitney test, using GraphPad Prism Software (GraphPad
Software, Inc.).

Results

Drift Correction

Sample drift due to the presence of air in the lung is a major
issue [22], as shown by the common use of trachea, a more rigid
tissue used as an alternative to lung tissues. In other organs, the
drift may be negligible compared to cell speed, but in the lung it
has the same range. We used the collagen SHG signal as a spatial
reference to correct this drift. The realignment of 2D-projected
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Figure 3. Phenotype of CX;CR1-GFP cell subsets in the lung. A: Total lung cells of CX;CR179 mice were gated on CX;CR1 and analyzed for
NK1.1, CD3e, CD11¢, and CD11b expressions. B: Autofluorescence, CD8C and MHCII expressions on gate G1, G2 and G3 of panel A. Black histogram,
isotype control; grey histogram, positive staining. C: Total lung cells were pre-gated on CD11c+ low autofluorecent cells and analyzed for the
expression of CD11b and CD103. The expression of CX;CR1 is shown on the left panel for gate G4 (CD11b~CD103"* DCs, grey histogram) and for gate
G5 (CD11b"CD103™ DCs, black line). D: Total cells were pre-gated on CD45 cells and analyzed for the expression of F4/80 and CD11c. Expression of
CX3CR1 and CD11b is shown on the left panels for gate G6 (CD11c°*F4/80M9"), G7 (CD11c"9"F4/80"9") and G8 (CD11c"9"F4/80'°").Data from flow
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cytometry, performed on one CX;CR1*/9™ mouse lung harvested 30 minutes after intratracheal PBS injection. Data are representative of two distinct

experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0039831.g003

frames was based on maximization of the spatial cross-correlation
function of SHG signal using a custom made Matlab (MathWorks)
code (Figure 1A and 1B).

Cell tracking strategy

The Matlab code was implemented with an edge detection
custom-made routine aimed to determine the roundness co-
efficient of each cell. Instantaneous Roundness Coefficient (IRC) is
defined as follow:

4m Area

IRC=————
Perimeter?

CX,CR1

Dendritic-shaped Cells (DSC)

16% 84%

The IRC indicates the index of circularity of any object: from
0 (line-shaped) to 1 (round-shaped) (Figure 2A). Because the IRC
of a particular cell changes along its displacement in pulmonary
tissue all over the experiment, we suggested to use the Mean
Roundness Coeflicient (MRC) attributed to the cell according to
the following formula (Figure 2B) where n is the number of
consecutive frames on which the cell is observed:

1 n
MRC = - IRCy;
~> _IRCr

i=1

The Meandering Index (MI) yields information about the
directionality of the cell movement [22] and is defined as the

19.5

 Dendritic cells)

. 0.819
0 10? 10° 10% 10°
CDi1c

Round-shaped Cells (RSC)

104
MRChreshora = 0.35

Frequency distribution
of mean roundness [%]
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Figure 4. Discrimination of two CX3CR1-GFP cell subsets using flow cytometry or roundness. A: Expression of CX;CR1 vs CD45 receptors
in pulmonary cells and CD11c vs CD11b by CX3CR1M" cells. Data from flow cytometry, performed on one CX;CR179 mouse lung harvested
30 minutes after intratracheal PBS injection. Data representative of two distinct experiments. B: Frequency distribution of Mean Roundness
Coefficients (MRC) over Th of CX3CR1+ pulmonary cells in lung slices harvested from 6 mice, Th30 (3 mice) and 5h (3 mice) after PBS injection. N =406.
Cells are followed for a mean time of 32 minutes, corresponding to 16 frames. Dashed line: sum of two Gaussian fitting the histogram. R*=0.89.

doi:10.1371/journal.pone.0039831.g004

@ PLoS ONE | www.plosone.org 5

June 2012 | Volume 7 | Issue 6 | 39831



Dendritic-shaped Cells B
(DSC)

Shape-Based Immune Cell Subsets Discrimination

Round-shaped Cells
(RSC)

*k*

*k*

8+ 8-
*kk *
74 o 74
6 6
°°
T 54 E 54
£ - o £
£ B £
= 44 ° = 44
> >
3 o ; g
. - : -
2 3 u > 3
¢ 0,0
24 ° 24
°O
1 ° e 11
LY o,
° O Og
T 3385885
c T L} T c
S S S
& N L
N=23 N=50 N=43 N=99
L ) [ ]
Early stage Late stage

S
N
N=262 N=142 N=435
Early stage Late stage
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p<<0.01; *** for p<<0.0001; ns for not significant.
doi:10.1371/journal.pone.0039831.g005

following (Figure 2B):

D,

M= n—1
> d;
i=1

This parameter being inappropriate to fully characterize
a random walk path [23], we also used the Maximal Distance
(MD), which is for a cell the highest distance reached from its first
position, to improve the cell confinement description (Figure 2B):

MD=max{D;; i=1..n}

Discrimination of lung CXsCR1* Round-shaped Cells and
Dendritic-shaped Cells subpopulations

First, we assessed the different lung phagocyte subpopulations
by flow cytometry analysis (Figure 3). Initially, we demonstrated
that CX3CR1 is expressed at high level within a subset of NK1.1
cells, CD3e cells;, CDIIb'™CDllc”  monocytes, and
CD11c*'CDI11b* DCs (Figure 3A). However, this expression was
not observed on CD11c"8"CD11b~ macrophages (Figure 3B, gate
G1), as the CX3CR1 intermediate levels of fluorescence corre-

@ PLoS ONE | www.plosone.org

spond to autofluorescence. As two main subsets of DCs have been
described in the lung, we also demonstrated that CX3CRI1 is
expressed in a subset of CD11b*CD103™-DCs, but not in the
CD11b~CD103" population (Figure 3C). Utilizing F4/80 in
conjunction with CD11c we were able to confirm that DC defined
as CD11c'F4/80" cells express various level of CX3CR1 as
previously shown (Figure 3D) [24]. F4/80"CD11c™ myeloid cells
expressed low level of CX3CRI1 while CDI11c""F4/80Me"
alveolar macrophages did not expressed CX3CR1 as expected.
In the microscopy analysis, we focused on the CXzCRIMe"
population, excluding CX3;CR1™ population that contains
macrophages. In accordance with previous studies, CX3CR1*
population represents about 6% of total CD45" lung cells [13]
(Figure 4A). Using classical double CD11b/CD1lc staining we
could differentiate in CX3CR1-positive cells, two subpopulations
expressing either CD11b only (mostly monocytes, about 77%), or
CD11b and CDl1l1c (DCs, about 19.5%).

To validate our imaging analysis approach, we first looked at
the representation of distribution frequency of MRC at homeo-
stasis (Figure 4B). Interestingly, we could observe two populations.
We applied a double Gaussian fit on the distribution, which
exhibited a local minimum, splitting the total population into two
subpopulations for a MRC threshold at 0.35. The dendritiform
cells (MRC<0.35) will be further mentioned as Dendritic-shaped
Cells (DSCs), (about 16% of the total CX3CR1 population), and
the round cells (MRC>0.35) will be further mentioned as Round-

June 2012 | Volume 7 | Issue 6 | 39831
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shaped Cells (RSCis) (about 84% of the total CX3CR1 population, LPS differentially increases RSCs and DSCs velocity

including primarily monocytes, but also NK and T cells). Previous studies by two-photon excited fluorescence (TPEF)
Therefore, subpopulations of DC and monocytes in ﬂO.W showed that LPS could activate tracheal DCs [19]. In accordance,
cytometry were in the same range as DSC and RSC in  in our model, intratracheal injection of LPS induced at the early

microscopic analysis. We decided to set the MRC: threshold to stage a very significant increase of the velocity of both DSCs and
0.35 for the rest of the analysis.
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RSCs (p<<0.0001), as compared to PBS injection (Figure 5A
and 5B). At the late stage we observed an increase of velocity more
significant for RSCs (p<<0.0001) than for the DSCs (p =0.0416).

LPS differentially modifies the confinement of RSCs and
DSCs

The Maximal Distance (MD) of DSCs was not affected by LPS
(Figure 6A). In contrast, RSC’s MD is increased and seems to be
stage-dependent, from p =0.0259 up to p=0.0018 (Figure 6B).
The maximum effect is observed for RSC at the late stage, with
a 12% increase of MDD after LPS that after PBS delivery (Figure 6C
and Figure 6D).

Finally, we compared the Meandering Index (MI) of RSCs and
DSCs. Even though LPS increased MD for RSCs, neither of the
two populations presented a MI altered by LPS. Furthermore, MI
values for all groups were less than 0.4, suggesting that movements
observed were not directed by chemotactism [25] (data not
shown).

Discussion

In this study, we show for the first time that we could
systematically discriminate two cell populations present in an
organ explant and sharing the same staining, using a shape
criterion. This may be of paramount importance for the DC subset
analysis, as so far no fluorescent protein knock-in mouse strain
available is expressed only in a defined DC lincage. To our
knowledge the separation of different subsets expressing the same
fluorescent tag has been seldomly studied, although it can be
a major issue.

In a very recent report on lung exploration by TEPF of CD11c-
YFP mouse, Veres el al. noted that they could observe two
different populations: dendritiform for the DCs, and rounded for
presumably macrophages in this particular case [21]. In their
study, they could not discriminate those cell behaviors. Our
methods improve clearly the time-lapse analysis and could be
adapted to very general cases, when cells can be differentiated
according to their shape.

In fact, the shape is not a poorly defined character of a cell, as
stressed by the fact that DCs were identified and described for the
first time only by their shape [26,27,28,29]. The very specific hairy
DC shape has been for a very long time the only way to
characterize those ‘golden’ cells, before powerful flow cytometer
methodology was developed. We propose thus a renewed use for
this primordial character.

Thanks to that, we analyze here the effects of LPS instillation by
intra-tracheal route on cell motility. Intra-tracheal instillation was
chosen in spite of its invasivity (a consequence may be the increase
of velocity of DSCs at the early versus late stage in Figure 4) in
order to improve the reproducibility of injection compared to
nasal instillation (data not shown). However, every comparison
was performed between PBS and LPS groups in order to focus on
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the specific effects of LPS, excluding effects of tracheotomy and/or
of a rather big volume of liquid injected in the lungs.

LPS is a Gram-negative outer membrane component known to
elicit strong immune responses via the Toll-like receptor (TLR) 4
[30]. A previous study, using TLR4 /" adoptive transfer has
shown that LPS stimulates indirectly lung DCs through the
activation of epithelial cells [19]. Interestingly, lung monocytes and
DCs also express TLR4 [31]. We then inferred that DCs and
monocytes would respond differentially to a LPS trigger. We have
shown here that LPS activation increased more significantly the
velocity of RSCs and induced them to go significantly farther. This
is consistent with what is known of lung monocyte and DC
biology. Lung monocytes are smaller, more mobile cells that
respond to an infection alarm. We show here, based on a shape
criterion, that RSCs respond very rapidly while DSCs with long,
hairy extensions are more prone to move in a very swift manner
[5]. The increase of velocity of both populations at the early stage
after LPS injection proves that both populations are strongly
activated by LPS. The difference between RSCs and DSCs occurs
at the late stage after LPS activation, where DSCs move slower
than RSCs. This difference of velocity may be due to functional
difference between monocytes and DCs: monocytes as circulating
cells recruited rapidly on inflammatory sites could benefit from an
increased velocity, when DCs including CX3CR1 are residing cells
involved in sampling task and do not need to migrate faster.

Our results prove the feasibility of the shape-based discrimina-
tion of two functionally distinct cell populations, monocytes and
DCs, both expressing EGFP via the promoter CX35CR1, under
LPS mediated inflammatory conditions. The results we present are
in accordance with the expected functionality of these two major
immune cell populations. DCs movements induced by LPS have
been already reported [19]. However, we show that LPS has
a stronger effect on RSCs than on DSCs. The shape-based
criterion herein described should be taken into account for
studying the behaviour in fluorescence microscopy of immune cells
subject to infection or inflammatory conditions using transgenic
mice expressing the same fluorescent protein in distinct popula-
tions.

The new imaging tool we have developed in this study more
accurately discriminates DC  population from closely related
lineages. It could be more universally applied to improve our
knowledge of the lung immune system.

Acknowledgments

The authors would like to thank Dr. Jean-Claude Vial for his precious
advice and mentorship and Drs. Bradley Stiles and Jeffrey Froude for
reading and editing the manuscript.

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: DF JD JNT. Performed the
experiments: DF. Analyzed the data: DF CT AQH JD JNT. Contributed
reagents/materials/analysis tools: C'T. Wrote the paper: DF JD JNT.

6. Heath WR, Carbone FR (2009) Dendritic cell subsets in primary and secondary
T cell responses at body surfaces. Nat Immunol 10: 1237-1244.

7. Lambrecht BN, Hammad H (2009) Biology of lung dendritic cells at the origin of
asthma. Immunity 31: 412-424.

8. GeurtsvanKessel CH, Lambrecht BN (2008) Division of labor between dendritic
cell subsets of the lung. Mucosal Immunol 1: 442-450.

9. Desch AN, Randolph GJ, Murphy K, Gautier EL, Kedl RM, et al. (2011)
CD103+ pulmonary dendritic cells preferentially acquire and present apoptotic
cell-associated antigen. J Exp Med 208: 1789-1797.

10. Edelson BT, Ke¢ W, Juang R, Kohyama M, Benoit LA, et al. (2010) Peripheral
CD103+ dendritic cells form a unified subset developmentally related to
CD8alpha+ conventional dendritic cells. J Exp Med 207: 823-836.

June 2012 | Volume 7 | Issue 6 | 39831



20.

. del Rio ML, Rodriguez-Barbosa JI, Kremmer E, Forster R (2007) CD103- and

CD103+ bronchial lymph node dendritic cells are specialized in presenting and
cross-presenting innocuous antigen to CD4+ and CD8+ T cells. J Immunol 178:
6861-6866.

. Beaty SR, Rose CE Jr., Sung SS (2007) Diverse and potent chemokine

production by lung CD11bhigh dendritic cells in homeostasis and in allergic
lung inflammation. J Immunol 178: 1882-1895.

. Jakubzick C, Tacke F, Ginhoux F, Wagers AJ, van Rooijen N, et al. (2008)

Blood monocyte subsets differentially give rise to CDI103+ and CDI103-
pulmonary dendritic cell populations. J Immunol 180: 3019-3027.

. Cleret A, Quesnel-Hellmann A, Vallon-Eberhard A, Verrier B, Jung S, et al.

(2007) Lung dendritic cells rapidly mediate anthrax spore entry through the
pulmonary route. J Immunol 178: 7994-8001.

. Jung S, Aliberti J, Graemmel P, Sunshine MJ, Kreutzberg GW, et al. (2000
g g

Analysis of fractalkine receptor CX(3)CR1 function by targeted deletion and
green fluorescent protein reporter gene insertion. Mol Cell Biol 20: 4106—4114.

. Auflray C, Fogg D, Garfa M, Elain G, Join-Lambert O, et al. (2007) Monitoring

of blood vessels and tissues by a population of monocytes with patrolling
behavior. Science 317: 666-670.

. Varol C, Landsman L, Fogg DK, Greenshtein L, Gildor B, et al. (2007)

Monocytes give rise to mucosal, but not splenic, conventional dendritic cells.
J Exp Med 204: 171-180.

Landsman L, Varol C, Jung S (2007) Distinct differentiation potential of blood
monocyte subsets in the lung. J Immunol 178: 2000-2007.

Hammad H, Chieppa M, Perros F, Willart MA, Germain RN, et al. (2009)
House dust mite allergen induces asthma via Toll-like receptor 4 triggering of
airway structural cells. Nat Med 15: 410-416.

Lindquist RL, Shakhar G, Dudziak D, Wardemann H, Eisenreich T, et al.
(2004) Visualizing dendritic cell networks in vivo. Nat Immunol 5: 1243-1250.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

26.

27.

28.

30.

31.

Shape-Based Immune Cell Subsets Discrimination

. Veres TZ, Voedisch S, Spies E, Tschernig T, Braun A (2011) Spatiotemporal

and functional behavior of airway dendritic cells visualized by two-thoton
microscopy. Am J Pathol 179: 603-609.

. Beltman JB, Maree AF, de Boer RJ (2009) Analysing immune cell migration.

Nat Rev Immunol 9: 789-798.

. Benhamou S (2004) How to reliably estimate the tortuosity of an animal’s path:

straightness, sinuosity, or fractal dimension? J Theor Biol 229: 209-220.

. Bedoret D, Wallemacq H, Marichal T, Desmet C, Quesada Calvo F, et al.

(2009) Lung interstitial macrophages alter dendritic cell functions to prevent
airway allergy in mice. J Clin Invest 119: 3723-3738.

. Kreisel D, Nava RG, Li W, Zinselmeyer BH, Wang B, et al. (2010) In vivo two-

photon imaging reveals monocyte-dependent neutrophil extravasation during
pulmonary inflammation. Proc Natl Acad Sci U S A 107: 18073-18078.
Steinman RM, Cohn ZA (1973) Identification of a novel cell type in peripheral
lymphoid organs of mice. I. Morphology, quantitation, tissue distribution. J Exp
Med 137: 1142-1162.

Steinman RM, Cohn ZA (1974) Identification of a novel cell type in peripheral
lymphoid organs of mice. II. Functional properties in vitro. ] Exp Med 139: 380—
397.

Steinman RM, Lustig DS, Cohn ZA (1974) Identification of a novel cell type in
peripheral lymphoid organs of mice. 3. Functional properties in vivo. ] Exp Med
139: 1431-1445.

. Steinman RM, Adams JC, Cohn ZA (1975) Identification of a novel cell type in

peripheral lymphoid organs of mice. IV. Identification and distribution in mouse
spleen. J Exp Med 141: 804-820.

Lien E, Means TK, Heine H, Yoshimura A, Kusumoto S, et al. (2000) Toll-like
receptor 4 imparts ligand-specific recognition of bacterial lipopolysaccharide.
J Clin Invest 105: 497-504.

Schneberger D, Aharonson-Raz K, Singh B (2011) Monocyte and macrophage
heterogeneity and Toll-like receptors in the lung. Cell Tissue Res 343: 97-106.

June 2012 | Volume 7 | Issue 6 | 39831



5.3 Discussion

Le critere morphologique a été utilisé pour définir les DCs lors de la découverte de
celles-ci en 1974 par Ralph Steinman et Zanvil Cohn#64467 qui vaudra a Ralph
Steinman le prix Nobel de médecine en 2011. De plus, I'aspect dendritiforme des
DCs a longtemps été le seul moyen de les discriminer des autres cellules, avant que
le développement de la cytométrie permette une étude plus poussée des récepteurs
et molécules exprimées en surface. Dans cet article nous avons présenté une
procédure automatisée utilisant un crittre morphologique adapté et quantifié,
permettant de discriminer DCs de monocytes lorsque ces populations expriment le

méme fluorophore, comme c’est le cas dans la lignée murine CX3CR1*/gfp,

L’application de cette technique a l'étude de monocytes et DCs soumis a des
conditions inflammatoires simulées par linjection de LPS a mis en évidence des
comportements différents de ces deux populations. Les deux populations subissent
une augmentation de leur vitesse suite a linjection de LPS, mais les monocytes
réagissent par une augmentation de leur vitesse supérieure a celle des DCs, et en
présentant un confinement moins important. Ces deux aspects du comportement de
monocytes par rapport aux DCs est cohérent avec leur role fonctionnel. En effet, les
monocytes sont de petites cellules circulantes qui doivent répondre rapidement a un
signal d’alerte, tandis que les DCs résidentes, présentant de longues extensions

dendritiques, sont moins enclines a des déplacements rapides4%°.

Etant données les particularités a la fois de la structure du poumon, des vitesses
typiques faibles des cellules et de la morphologie des DCs, des précautions ont da

étre prises pour mener a bien cette étude.

1) Le poumon est un organe spongieux, rendant délicate la coupe fine de
Forgane a des fins d’études au niveau du parenchyme. Alors que la procédure
classiquement adoptée nécessite l'injection peri mortem d’agarose dans la
trachée de maniere a rigidifier 'organe pour faciliter la coupe et stabiliser
limagerie412413468  nous avons décidé de conserver le poumon dans des
conditions les plus physiologiques possible. I en résulte une difficulté accrue

de réalisation de coupes mais aussi une dérive substantielle de 'organe au
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cours de I'imagerie, en raison de la fuite continuelle de microbulles d’air. Cette
dérive pouvant atteindre plusieurs micrométres par minute, soit 'ordre de
grandeur des vitesses que nous souhaitions mesurer, cela nous a conduit a
développer une technique de recadrage basée sur l'information structurelle
présentée dans larticle, utilisant le collagéne des alvéoles pulmonaires, de
maniere a mettre en évidence des Vvitesses cellulaires de [l'ordre du
micrometre par minute tout en s’affranchissant d’une dérive du méme ordre de

grandeur.

2) La morphologie dendritiforme des cellules dendritiques rend leur détection
automatisée délicate, notamment dans le cadre du suivi cellulaire. Les
parametres de suivi (distance minimale « autorisée » entre cellules, taille
caractéristique d’une cellule, distance maximale parcourue entre deux images,
parameétres de détermination du centroide tel que le seuil d’intensité de
détection) doivent étre judicieusement choisis de maniére différencier deux
monocytes en contact d’'une DC présentant une extension. La Figure 60
présente un résultat obtenu avec des paramétres optimisés pour la détection
de cellules ne présentant pas d’extension importante et suffisamment

espaceées entre elles.

Figure 60. Détection de cellules CX3CR1 sur une coupe de poumon en microscopie a 2 photons (GFP en vert) et par SHG
(collagéne en bleu). Les croix blanches matérialisent les centroides des cellules tels que déterminés par I'algorithme de

suivi cellulaire.
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La Figure 61 présente quant a elle un artefact de détection : les extensions de
la cellule dendritique de droite sont considérées comme des cellules
différentes en contact les unes avec les autres (image du haut). La correction
des parameétres de suivi permet une détection optimisée (image du bas). Un
contrOle visuel effectué par 'expérimentateur permet de corriger au besoin les
parameétres numériques utilisés par [lalgorithme, mais des limitations
demeurent lors de situations extrémes comme en cas de grande
concentration de cellules, et donc cellules trés proches les unes des autres,

lors d’un recrutement massif consécutifs a une infection ou inflammation.

Figure 61. Détection d’'un monocyte (cellule de gauche) et d’une DC (cellule de droite) sur une coupe de
poumon en microscopie a 2 photons (GFP en vert) et par SHG (collagéne en bleu). Les croix blanches

matérialisent les centroides des cellules tels que déterminés par I'algorithme de suivi cellulaire.

En conclusion, cette méthode optimisée de discrimination basée sur un critere de
forme pourrait étre appliquée a d’autres études impliquant lutilisation de modéles
animaux transgéniques ou l'expression d’'un marqueur fluorescent n'est pas
spécifique d'une lignée cellulaire. C’est le cas notamment des lignées MHCII-
EGFP4° ol lexpression du marqueur est partagée dans le poumon entre DCs,

macrophages et lymphocytes B ou CD11c-YFP#19470 o1 I'expression du marqueur
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est partagée entre macrophages et DCs. Dans ce dernier modéle, un coefficient
morphologique statique a justement été utilisé par I'équipe de Matthew Krummel
pour discriminer DCs et macrophages, dans un article*?® publié quasiment en méme

temps que celui que nous avons présenté au paragraphe précédent.

Dans le cadre de cette thése, le critere morphologique permettra d’étudier le
comportement spécifique de cDCs CD11b+ CX3CR1+ soumises a une infection par

B. anthracis.

175



Chapitre 6

Travail expérimental :

étude dynamique in situ du
comportement de DCs CD11b”
pulmonaires soumises a une infection

par Bacillus anthracis
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6.1 Introduction

Des travaux effectués au CRSSA dans l'unité Interactions Hotes-Agents pathogénes
par Cleret et al. en 200728 ont mis en évidence le réle des DCs pulmonaires dans la
capture et le transport des spores vers les ganglions médiastinaux dans les
premiéres dizaines de minutes aprés infection. Cette étude préliminaire avait été
effectuée par une corrélation de données de cytométrie de flux et d'imagerie statique
en microscopie confocale. Jusqu'a présent limagerie du poumon était peu
développée, et I'analyse de ces données a l'aune de ces techniques nouvelles a
justifié l'essentiel de mon travail doctoral dévoué a la caractérisation plus
approfondie en microscopie dynamique du rble de ces cellules, en particulier le sous-

type CD11b, confrontées a linfection.

Une premiére étape dans I'étude du comportement dynamique des cDCs CD11b
pulmonaires soumises a une infection par B. anthracis consiste en I'étude in situ de
leurs interactions en microscopie confocale et biphotonique. Pour cela, un protocole
spécifique de couplage des spores a un fluorophore est utilisé de fagon a permettre
leur détection en microscopie de fluorescence. Les deux zones principales du
poumon dans lesquelles se trouvent des DCs sont examinées : la pléevre et le

parenchyme.

Ces différentes études, décrites dans les paragraphes suivants, démontrent non
seulement I'implication des cDCs CD11b pleurales et parenchymales dans la capture
de spores de B. anthracis inhalées, mais indiquent aussi pour la premiere fois que le
phénoméne advient dans un temps trés court et se produit a différents étages de

larbre pulmonaire.
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6.2 Matériels et méthodes

6.2.1 Spores et infection

Les spores de B. anthracis de souche Sterne sont couplées a I'Alexa Fluor 647 pour
leur détection en microscopie confocale (cf. Figure 62) et a 'Alexa Fluor 568 pour
leur détection en microscopie a 2 photons, selon le protocole de marquage utilisé par
Cleret et al.2852%9 | es spectres associés a ces fluorophores sont présents dans les

paragraphes dédiés du Chapitre 3.

Figure 62. Spores de B. anthracis de souche Sterne, marquées par I'Alexa Fluor 647. Imagerie confocale

avec excitation a 633 nm. Barre d'échelle = 10 pm.

L’'infection est réalisée sous anesthésie par injection intratrachéale de 2x108 spores
dans 50 uL de PBS, aprés mise en place chirurgicale d’'une canule endotrachéale

souple. L’animal est sacrifié de 2 minutes a 4 heures aprés infection.
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Pour I'étude de la population de DCs pleurales, le poumon est prélevé, positionné
entier dans une boite de Pétri remplie de milieu nutritif RPMI, et maintenu a 37 °C
durant toute la durée de l'expérimentation. Pour I'étude des populations de DCs
parenchymales, bronchiques ou interstitielles, le poumon est coupé en deux a l'aide
d’'un vibratome (Leica), les deux fractions sont ensuite placées dans les mémes
conditions que le poumon entier. L’'imagerie débute aprés 1 heure d’incubation dans
une étuve a 37 °C contenant 5 % de CO2, durée pendant laquelle le poumon se
stabilise en évacuant la majeure partie des bulles d’air présentes dans les alvéoles

qui pourraient sans cela s’accumuler sous I'objectif et diffuser la lumiere.

6.2.2 Recadrage sans information structurelle

Nous avons décrit au chapitre précédent une procédure de recadrage qui permet de
compenser la dérive de I'échantillon au cours de la phase d’'imagerie. Cette méthode
utilise linformation structurelle issue de la génération de seconde harmonique (GSH)
du collagéne pour estimer les paramétres de la transformation rigide que subit
léchantillon. Cette estimation est réalisée en optimisant la corrélation croisée entre
les différentes composantes temporelles du signal structurel. Cette méthode est
particuliérement pertinente pour les images réalisées en microscopie par EDP, mais
n'est toutefois pas utilisable en tant que telle sur des images réalisées en

microscopie confocale, puisque nous ne disposons alors pas du signal de GSH.

Pour réaliser le recadrage nécessaire a I'analyse d’images pulmonaires réalisées en
microscopie confocale in situ, la référence servant au calcul de corrélation croisée
est constituée du signal provenant des DCs. En effet, méme si ces derniéres sont
mobiles, si le champ est suffisamment grand, si le mouvement des cellules est
isotrope et si leur déplacement est faible sur la durée de I'expérimentation, nous
constatons que la transformation rigide qui modélise la dérive d’ensemble de la

population de cellues CX3CR1 de I'échantillon permet de corriger celle-ci.
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6.3 Reésultats

6.3.1 Interactions DCs pleurales — spores

6.3.1.1 Imagerie in situ statique

La Figure 63 présente un événement de capture de deux spores par une DCs
pleurale. Sur cette image, une spore a été capturée par 'extension dendritique de la
cellule (en bas a gauche) alors que l'autre est probablement en train d’étre capturée

(au centre).

Figure 63. Capture de spores (rouge) par une DC pleurale (vert), 1 h aprés infection. Z-projection d'une

image tridimensionnelle réalisée en microscopie confocale. Excitation a 488 nm et 633 nm. Barre

d'échelle = 10 pm.

Le coefficient morphologique IRC tel que défini au Chapitre 5 démontre clairement,
par sa faible valeur, que la cellule est dendritique (cf. Figure 64). Notons que la
cellule n'ayant pas été suivie au cours du temps, nous ne pouvons pas calculer de
moyenne sur I'IRC, ce qui nous donnerait le MRC. Nous utilisons donc le seuil

estimé par des moyennes, et portant sur le MRC, en l'appliquant a une mesure
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unique. La valeur extrémement faible de I'IRC mesuré nous permet toutefois

d’affirmer sans crainte que cette cellule est résolument dendritiforme.

Figure 64. Superposition du contour des cellules de l'image précédente (blanc), permettant le calcul de

I'IRC (en rouge). Une valeur proche de zéro suggére une DC.

La Figure 65 présente un autre exemple de capture d’'une spore par une DC
pleurale, environ 1 heure apres infection. La encore, la capture a lieu a I'extrémité

d’'une extension dendritique.

Figure 65. Capture de spores (rouge) par une DC pleurale (vert), 1 h aprés infection. Z-projection d'une

image tridimensionnelle réalisée en microscopie confocale. Excitation a 488 nm et 633 nm. Barre

d'échelle = 10 pm.
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6.3.1.2 Comportement dynamique in situ

La Figure 66 présente au cours du temps la population CX3CR1 pleurale 4 heures
aprés infection. Sur cette image, il apparait trés clairement que la grande majorité de
ces cellules présente I'aspect dendritiforme typique des DCs. De plus, on observe
que ces cellules balayent continuellement Fenvironnement proche grace a un
mouvement de leurs extensions dendritiques sans se déplacer elles-mémes, malgré

l'infection.
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Figure 66. Z-projection d'une série temporelle d'images effectuées en microscopie confocale sur un
explant de poumon, montrant le comportement de DCs (vert) 3 h p.i. par des spores non marquées. Une
zone d’intérét est proposée au temps T=0, montrant par la suite le balayage de I'environnement proche

par la DC. Barre d’échelle =20 pm.
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6.3.2 Interactions cellules CX3CR1 parenchymales - spores

6.3.2.1 Capture par des monocytes, imagerie statique in situ

Des événements de capture de spores par des cellues CX3CR1 sont observés sur
coupe de poumon, dans la zone alvéolaire. C’est le cas notamment de la Figure 67,
effectuée en microscopie a 2 photons in situ environ 4 h aprés infection. D’apres la
morphologie de la cellule et son IRC supérieur a la valeur seuil déterminée au
Chapitre 5, il s’agit d’'un monocyte alvéolaire. Notons que la encore, nous appliquons
le seuil déterminé sur des moyennes, soit IRCseuii = 0.35 dans les conditions de
lexpérience, a une mesure unique ; mais la valeur franchement élevée de cette

mesure nous permet de le faire sans crainte.

Figure 67. Image de gauche : Capture d'une spore (rouge) par une cellule CX3CR1 (vert) et réseau de
collagéne alvéolaire (gris). Image de droite : L'Instantaneous Roundness Coefficient de cette cellule vaut
0.59, suggérant un monocyte. Z-projection d'une image réalisée en microscopie biphotonique, excitation

a 854 nm. Barre d’échelle = 5 ym.

6.3.2.2 Capture par des monocytes, imagerie dynamique in situ

La Figure 68 présente la dynamique de la capture d’'une spore par une cellule
CX3CR1 alvéolaire. Sa morphologie suggeére fortement un monocyte (MRC = 0.79 >
MRCseuiI).
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Figure 68. Série temporelle de la Z-projection d'images réalisées toutes les deux minutes, a partir de 1h30
p.i. en microscopie biphotonique in situ, montrant des cellules CX3CR1 (vert), des spores marquées a
I'Alexa Fluor 568 (rouge) et le collagéne en SHG (gris). Excitation : 854 nm. Barre d’échelle = 10 pm. Série

extraite de l'article de conférence SPIE publié en 2013 (référence [471]) présenté en Annexe 4.
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6.3.2.3 Article : capture par les DCs, imagerie dynamique in situ

Ce paragraphe présente une publication parue en 2012 dans la revue American
Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, et intitulée « Dynamics of Rapid

Spore Capture by Dendritic Cells in the Lung Alveolus ».

Cet article présente la description d’'un événement de capture rapide d’'une spore de
B. anthracis par une cellule CX3CR1 du parenchyme pulmonaire dont la morphologie
suggeére fortement une DC (MRC = 0.3 < MRCseuil).
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Dynamics of Rapid Spore Capture by Dendritic Cells
in the Lung Alveolus

Daniel Fiole'?, Julien Douady? Jean-Claude Vial?, Anne Quesnel-Hellmann', and Jean-Nicolas Tournier'3

TUnité Interactions Hote-Agents pathogénes, Département de Microbiologie, Institut de Recherche Biomédicale des Armées, La Tronche, France;
2Laboratoire Interdisciplinaire de Physique, UMR 5588 CNRS/Université Joseph Fourier Grenoble 1, St-Martin-d’Héres, France; and 3Ecole du
Val-de-Grace, Paris, France

The first sentinels of the lung immune system are organized into a cellular mesh, mainly consisting of alveolar macrophages and
dendritic cells (DCs). CX3CR1"/9% mice expressing green fluorescent protein (GFP) under the CX3CR1 promoter allow visualization
of the CX3CR1-DCs subtype, distinct from GFP-negative macrophages (1), lying mainly on fibrillar collagen in the lung (Figure TA).
Intriguingly, the dynamics of alveolus sampling by DCs upon infection have, thus far, not been imaged at the microscopic level,
suggesting the scarce probability of visualizing this event. We provide here a three-dimensional time-lapse (Figures 1B and 1C; see
also the online supplement) and orthogonal slices (Figure 1D) documenting the rare event of Bacillus anthracis spore (red spots)
capture by a DC (grayscale), which has already captured another spore. This was accomplished by using confocal analysis of
a mouse lung slice maintained under physiological conditions. Some of these results have been previously presented as a poster and
referenced in the conference proceedings (2).
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6.4 Discussion

Les résultats présentés dans ce chapitre, obtenus en microscopie confocale et
biphotonique in situ, démontrent indiscutablement I'implication des DCs CD11b dans

la capture des spores de B. anthracis a différents niveaux de I'arbre pulmonaire.

6.4.1 Capture au niveau de la plévre

Trés peu de spores parviennent a la plévre ou sont situées une majorité de DCs et
trés peu de monocytes. Les DCs qui y sont présentes, quasiment immobiles (cf.
Figure 66), participent a la capture des spores grace a leurs extensions dendritiques
(cf. Figure 63 et Figure 65). La forme de ces extensions laisse apparaitre une
boursouflure terminale inhabituelle, mais cependant observée en 2006 par Chieppa
et al. qui la nomment « balloon-bodies » 472. Dans cette étude, les auteurs ont étudié
le comportement de DCs de l'intestin. s montrent que les DCs de la lamina propria
située sous [lépithélium de lintestin gréle émettent des extensions a travers
'épithélium afin de capturer des salmonelles présentes dans la lumiére intestinale. lis
montrent également que le processus d’émission d’extensions transépithéliales est
généré principalement en réponse a un signal MyD88-dépendant (MyD88 étant une
protéine adaptatrice utilisée par la plupart des TLRs pour activer le facteur

transcriptionnel NF-kB) exprimé par les cellules épithéliales de I'intestin.

La morphologie des DCs capturant les spores présentes au niveau de la plévre
démontre non seulement 'implication de la population cellulaire CD11b pleurale dans
la capture des spores, mais suggére également un possible mécanisme d’émission
d’extensions transépithéliales destiné a I'échantillonnage de spores présentes dans
la lumiére alvéolaire au niveau pleural ou sous-pleural (cf. Figure 63 et Figure 65).
Ce phénomene semble toutefois assez rare. Au vue du faible nombre d’événements
de capture et de spores observés au niveau pleural, il est probable que la plus
grande partie des spores injectées n’y parviennent pas mais restent localisées dans

la zone parenchymale (alvéolaire ou bronchique).
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Septum sous-pleural

Figure 69. Possible localisation de I'épithélium alvéolaire au niveau de la zone sous-pleurale du poumon
(pointillés blancs). Spores (rouge) et DC (vert)), 1 h aprés infection. Z-projection d'une image
tridimensionnelle réalisée en microscopie confocale. Excitation a 488 nm et 633 nm. Barre d'échelle =10

Mm.

6.4.2 Capture dans le parenchyme : zone alvéolaire ou bronchique ?

Un nombre plus important d’événements de capture de spores par des cellules
CX3CR1 a été observé in situ au niveau du parenchyme pulmonaire, sur coupes de
poumon de souris infectées. L’utilisation de la discrimination basée sur un coefficient
morphologique défini au Chapitre 5 (IRC ou MRC) a permis d’observer I'implication
des monocytes alvéolaires dans la capture de spores (cf. Figure 67 et Figure 68).
L’article publié dans la revue Am J Respir Crit Care Med présenté au paragraphe
6.3.2.3 décrit la capture trés rapide d’une spore par une DC pulmonaire sur coupe,
donc au niveau du parenchyme. Aucune information structurelle n’est présente sur
cette image effectuée en microscopie confocale, mais I'étude approfondie de la
distribution des cellues CX3CR1 en fonction de leur morphologie laisse apparaitre
une inhomogénéité sur une vue plus large de la zone considérée. En effet, on

observe que les cellules dendritiformes sont distribuées le long de la deuxiéme
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diagonale, permettant de situer 'emplacement probable d’une bronche dont les

contours sont superposés a 'image sur la Figure 70.

Figure 70. Vue générale de l'image dont a été extraite I'animation présentée au paragraphe 6.3.2.3. Le
cadre blanc représente la zone d'intérét présentée au paragraphe précédemment cité, et le cylindre gris

en pointillé précise I'emplacement probable d'une bronche.

De plus, cette image peut étre mise en correspondance avec image présentée au
paragraphe 2.2.4.2 sur la distribution des DCs dans le poumon et reproduite a la
Figure 71, notamment le long des bronches, suggérant que I'événement de capture
décrit napparait pas dans la zone alvéolaire mais dans la zone bronchique du

parenchyme pulmonaire.
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Figure 71. Imagerie confocale ex vivo avec excitation a 488 nm et 633 nm effectuée sur explant de
poumon de souris CX3CR1*/9'P aprés marquage non spécifique des structures au CMTMR. Barre d’échelle

=40 pm. La distribution des DCs est principalement orientée le long de I'axe bronchique.

6.4.3 Bilan

Les résultats décrits dans ce chapitre présentent la premiere visualisation dynamique
de la capture d’'un agent pathogéne pulmonaire dans un laboratoire confiné de
niveau 2, et démontrent le réle primordial de la population de DCs CD11b a tous les
étages de l'arbre pulmonaire dans la capture de pathogéne inhalé (plévre, bronches,
alvéoles). Ce phénomeéne, a méme d’expliquer la présence de spores dans les
ganglions pulmonaires drainants précédemment rapportée?®®, semble toutefois
relativement peu fréquent au vu de la faible occurrence d’événements observés et ne

permet pas une étude statistique a I'heure actuelle.

Une étape clé dans la compréhension de ce mécanisme est I'étude non plus sur

explant d’organe maintenu dans des conditions favorables a la préservation de la

193



dynamique cellulaire, mais sur petit animal infecté, anesthésié et ventilé afin de
respecter la physiologie de I'organe et d’étudier le comportement cellulaire non biaisé
par leuthanasie préalable de lanimal. Le développement d’une technique de
microscopie a deux photons du poumon de souris anesthésiées et ventilée, ainsi que
les avancées dans la compréhension de la physiopathologie de la maladie du
charbon font 'objet du chapitre suivant, dédié a limagerie pulmonaire in vivo de

souris infectées par B. anthracis.
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Chapitre 7

Travail expérimental :
déeveloppement d'une technique
d'imagerie microscopique pulmonaire
In vivo et étude des interactions entre

DCs et macrophages pulmonaires
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7.1 Introduction

L’imagerie microscopique du poumon a longtemps consisté en I'étude statique ex
vivo de coupes fixées ou en l'étude dynamique in situ d’explants de poumon
maintenus dans des conditions favorables a la préservation de la dynamique
cellulaire tel qu'abordé dans le Chapitre 4. Dans ce méme chapitre, nous avons
décrit les techniques qui ont permis de surmonter au cours des derniéres années le
probléme majeur des mouvements du tissu pulmonaire causés par la respiration et
les battements cardiaques de petits animaux anesthésiés. Ces méthodes, basées
sur une stabilisation mécanique du poumon plus ou moins invasive, sont
susceptibles d’engendrer des effets secondaires pouvant biaiser le phénoméne

observé, méme si ces biais restent difficilement quantifiables.

Le présent chapitre décrit une méthode développée au cours de ces travaux de
thése, permettant 'imagerie dynamique du poumon sans stabilisation mécanique de
lorgane. Cette technique est donc moins invasive que les autres techniques
existantes, et est par conséquent plus a méme de mettre en évidence des
phénomeénes significatifs. Nous utilisons un sur-€chantillonnage temporel du poumon
qui permet d’acquérir un grand nombre d’'images dont certaines sont exemptes de
toute perturbation. La stratégie que nous décrivons consiste en ['utilisation d’un
signal structurel, provenant du collagéne alvéolaire détecté par GSH ou du réseau
vasculaire sur un modéle de souris transgénique, comme un référentiel servant a la

sélection des images d’intérét et au recadrage de ces images.

Cette méthode a été utilisée dans le but de caractériser in vivo le comportement des
DCs pulmonaires confrontées a linfection par B. anthracis en s’affranchissant des
nombreux biais expérimentaux conséquents au prélevement de [organe.
Contrairement a ce qui était attendu, nos résultats montrent non seulement que les
spores interagissent avec les DCs, mais aussi que cette interaction se produit
préférentiellement grace a la coopération d’'un autre partenaire : le macrophage
alvéolaire. Nous montrons pour la premiére fois l'implication de cette population
cellulaire, cruciale dans la réponse immunitaire innée, par [établissement de

synapses immunologiques avec des DCs CD11b au niveau pulmonaire.
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7.2 Stratégie d’imagerie

7.2.1 Mouvements thoraciques

La cage thoracique de la souris, anesthésiée et ventilée, est en constant mouvement
en raison des battements cardiaques de fréquence élevée (environ 10 Hz) mais
d’amplitude limitée (< 1 mm) et de la respiration de fréquence plus faible (environ 2.5
Hz) mais provoquant des mouvements plus amples (plusieurs millimetres). Il résulte

de la combinaison de ces perturbations deux catégories d’artefacts :

- Déformation rigide: survenue d’une perturbation entre deux images
provoquant un déplacement de l'organe et un décalage entre deux images
successives. Ces images présentent un pourcentage de recouvrement
potentiellement non nul (cf. Figure 72) et peuvent étre utilisées pour extraire

une information pertinente.

Figure 72. Exemple d'acquisition de deux images entre lesquelles est survenu un mouveme nt thoracique
de type translation, provoquant une déformation rigide de type translation. DCs (GFP, vert), collagéne
(SHG, gris) et spores (Alexa Fluor 568, rouge). La zone de recouvrement entre les deux images est mise

en évidence par les rectangles bleus. Excitation a 854 nm.
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- Déformation non-rigide : survenue d’une perturbation durant 'acquisition d’une
image par balayage, provoquant sa déformation comme illustrée sur la Figure

73 et conduisant a rejeter I'image.

Figure 73. Exemple d'acquisition d'une image durant un mouvement thoracique de type translation,
provoquant une perturbation non-rigide de type cisaillement. Image de gauche : DCs (GFP, vert),
collagéne (SHG, gris) et spores (Alexa Fluor 568, rouge). Excitation a 854 nm. Image de droite :

modélisation de la perturbation de type cisaillement.

198



7.2.2 Stratégie d’acquisition

Pour surmonter le probléeme des mouvements thoraciques, plusieurs équipes ont
choisi de contraindre mécaniquement 'organe afin de limiter les perturbations (cf.
Chapitre 4). La stratégie que nous avons choisie est différente en ceci que nous
utilisons les mouvements physiologiques de lorgane comme un moyen trés
performant de balayer une surface importante de l'organe tout en maintenant des
conditions proches de sa physiologie normale, et donc a méme de permettre

lobservation pertinente du comportement des cellules.

Pour ce faire, la fréquence d’acquisition des images est choisie de fagon a obtenir un
grand nombre d’images (typiquement 50), dont certaines sont exemptes de
perturbations non-rigides, en un temps court. La fréquence d’acquisition dépend de
plusieurs parametres dont le principal est la préparation de 'animal qui conditionne la
stabilit¢ de l'acquisition et qui sera abordée au paragraphe 7.2.4. En pratique, la
fréquence d’acquisition est choisie proche du double de la plus haute fréquence de
perturbations, c’est-a-dire de 10 a 20 Hz, de maniére a acquérir suffisamment

d’images entre deux perturbations cardiaques.

Les images ainsi acquises forment une « séquence temporelle » d’'une cinquantaine
d'images. L’acquisition de séquences temporelles est réitérée a une fréquence
choisie par I'expérimentateur (typiquement une minute) afin de reconstituer par la
suite la dynamique de la population observée par la sélection d'images d’intérét par

comparaison du signal structurel.

7.2.3 Intérét du signal structurel et reconstitution de la dynamique
cellulaire

La composante structurelle du signal, provenant du collagéne alvéolaire détecté par
GSH (ou du réseau vasculaire si 'animal est modifié génétiquement pour exprimer
un fluorophore au niveau des cellules endothéliales), sert de référentiel par rapport

auquel les cellules se déplacent.
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L’expérimentateur choisit une image d’intérét, dont le signal structurel va servir a la
sélection d’'une seule image au sein de chaque série temporelle, sur un critere de
maximisation du coefficient de corrélation croisée. Cette sélection conduit a la
sélection d’'images ne présentant pas ou peu de déformation non-rigide, une

déformation rigide (dérive dans le plan) limitée et trés peu de dérive en profondeur.

La dérive planaire résiduelle est corrigée par une nouvelle maximisation du
coefficient de corrélation croisée, mais cette fois-ci entre les différentes images

sélectionnée, comme décrit dans larticle présenté au Chapitre 5.

Enfin, notons que la réitération de l'opération en choisissant d’autres images de

référence permet de reconstituer la dynamique dans des zones voisines.

7.2.4 Préparation de I'animal

La préparation de I'animal est un point clé du protocole expérimental, et se déroule

en quatre étapes :

- Anesthésie par administration i.p. d’'un cocktail kétamine-xylazine (80 mg / kg
de masse corporelle). Par la suite 'anesthésie est maintenue en continu par
un cathéter i.p. posé a demeure relié a un pousse-seringue délivrant 40 mg/kg
de kétamine par heure.

- Pose chirurgicale d’'une sonde endotrachéale par trachéotomie. L’animal est
placé sous ventilation mécanique et maintenu a 37 °C par une couverture
chauffante.

- Thoracotomie : 2 a 3 cotes sont retirées du c6té gauche de 'animal placé en
décubitus latéral droit

- Un hublot de verre est posé sur la cage thoracique afin de protéger 'organe et
d’éviter le collapsus pulmonaire en maintenant une dépression intra-

thoracique.
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7.3 Article

L’article présenté dans ce chapitre est intitulé « Two-photon intravital imaging of lung
reveals immunological synapses between macrophages and dendritic cells » et est
en cours de soumission dans la revue American Journal of Respiratory and Critical
Care Medicine. Il décrit dans un premier temps la méthode d’imagerie microscopique
pulmonaire in vivo développée au cours de cette thése, et dans un second temps
linteraction triangulaire entre DCs, macrophages et spores observée au niveau

pulmonaire aprés infection par B. anthracis
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ABSTRACT

The dynamics of the lung immune system at the microscopic level is still largely
unknown because of the lack of an efficient method to get rid of chest motion during
image acquisition. In this study, we developed an alternative lung two-photon
microscopy approach on living mice based uniquely on a posteriori parenchymal
tissue motion correction. We took advantage of the fibrillar collagen pattern given by
second harmonic generation (SHG) signal as a reference for frame registration. We
describe here for the first time a detailed dynamic account of two major lung immune
cell populations, alveolar macrophages and CD11b-positive dendritic cells, at the
homeostasis and under infection by spores of Bacillus anthracis, the agent of
anthrax. We show that after the first line of sentinels formed by alveolar macrophages
capturing spores, CD11b-positive dendritic cells came in prolonged contact with them
over period of over 30 minutes. This intimate synapses formed between these two
lines of defense may participate in the coordination of the immune response at the

lung level.



INTRODUCTION

The lung is a crucial organ mainly dedicated to gas exchange through a thin alveolar-
capillary wall (1). The obscure side of this highly efficient system is the constitutive
fragility of its extensive exchange surfaces. The four de force of lung-associated
immune system consists in its ability to protect against infection and pollutant, while
maintaining anti-inflammatory environment (2). This delicate balance is achieved by a
network of scattered cells such as alveolar macrophages on the outer side of the

alveoli and different subsets of interstitial dendritic cells (DCs) (3).

Recent advances in intravital microscopy (IVM) using two-photon excitation
fluorescence (TPEF) have profoundly improved our understanding of the immune
system dynamic in most organs, but lungs (4). A detailed account of host-pathogen
interactions has been given in diverse tissues (5—-12), but lung immune system IVM

has lagged behind due the lack of an effective and non-invasive method.

Recent studies have addressed rigorous lung parenchyma IVM using TPEF in
inflammation models (13). Two alternative a priori stabilization methods were used to
restrain movement compatible with imaging, based either on gluing the parenchyma
on a frame (14), or on a suction system stabilizing the lung under a glass window
(15). These techniques, although efficient, do not seem optimal as they do not

preserve the physiological motion and may provoke unexpected reactions.

We develop here an alternative lung IVM TPEF approach based uniquely on a
posteriori tissue motion correction. We take advantage of the fibrillar collagen pattern
given by second harmonic generation (SHG) signals as a reference for frame
registration and removing of wobbling images. This method allows two-dimensional
over the time acquisitions of immune cells moving along the alveolar collagen mesh

on the lung of anesthetized mice without chest mechanical stabilization.

When previous studies mainly focused on microvascularisation (15), and/or
inflammation (14, 16), we describe here for the first time the dynamic cross-talk of
two major immune cell populations (macrophages and DCs) after infection by
Bacillus anthracis, a pathogen causing anthrax, a zoonosis affecting livestock and

occasionally human.



When infecting by respiratory route, B. anthracis causes a fulminant form of infection
(17). Lung phagocytes, mainly formed by DCs transport inhaled spores to the
draining distant lymph nodes, where germination occurs and give rise to an
septicemia and toxemia, leading swiftly to death (2, 18). In the lung at the cellular
level, we have previously shown that alveolar macrophages capture spores within
minutes in a first step, while conventional DCs take over after 30 min and transport
the spores to the lymph nodes (19). By using confocal microscopy ex vivo, we have
shown that spores are taken up by CD11b DC subset expressing the fractalkine
receptor CX3CR1 (19, 20).

Here, we dissect the early steps of B. anthracis infection, by using an improved IVM
method using TPEF on the lung. We show that the response to the infection includes
scanning of macrophages surface by DCs expressing CX3CR1, suggesting novel

immune synapse that may participate in the coordination of the immune response.



METHODS
Animal care

All experimental procedures were performed in accordance with governmental
guidelines for the care and use of laboratory animals and were approved by our
institutional ethics committee. CX3CR1"9" mice further referred as CX3CR1
(Jackson Laboratory, MA), and Flk-19" mice (obtained from Dr. J.-L. Thomas,
INSERM, Paris, France) were maintained under pathogen-free conditions (Institut
Jean Roget, La Tronche, France). Mice were kept under anesthesia by 20%
Ketamine 1000 (Virbac, Carros, France) and 5% Rompun (Bayer Healthcare GA,
Monheim, Germany) diluted in PBS, and injected by intraperitoneal route during

manipulations. All efforts were made to minimize animal suffering.

Bacillus anthracis spores staining and infection

Avirulent B. anthracis Sterne 7702 strain spores were chemically labeled with Alexa
Fluor 568 or 633 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) following a method
previously published (19). Mice were surgically administered with either 10® spores

per mouse or PBS (50 pL) via an intra-tracheal flexible canule.

Imaging setup

TPEF imaging was performed on a Zeiss LSM 710 NLO microscope equipped with a
W Plan-Apochromat 20x/1.0 DIC M27 75 mm water immersion objective. Excitation
was produced at 854 nm by a tunable pulsed laser (Chameleon, Coherent, Santa
Clara, CA). SHG was epicollected by a dedicated non-descanned detector (NDD)
coupled with a 427 £ 20 nm band-pass filter, GFP by a 500-550 nm NDD, rhodamine
B or Alexa Fluor 568 by a 565-610 nm NDD and Alexa Fluor 633 by a 660-730 nm
NDD (See Figure E1A in the online data supplement).

In situ experiments



Lung explants were bisected with a vibratome (Leica). Samples were glued on a Petri
dish filled up with 37 °C RPMI medium without phenol red using Vetbond (3M Co.,
Maplewood, MN) (21). Sample drift was corrected using a strategy previously
described (22).

Macrophage staining and flow cytometry

Five hours prior to experiments, mice are intranasally administered with 500 pg of
rhodamine B-Dextran 10 kDa or FITC-Dextran 10 kDa diluted in 30 pL of warm PBS
(23). Bronchoalveolar lavage fluids and lung-derived cells were collected. Cells were
incubated with phycoerythrin labeled anti-CD11b and allophycocyanin labeled anti-
CD11c antibodies (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). After 45 min
incubation at 4°C, cells were washed and resuspended in a Hoechst 33258 solution
prior to analysis. Cells were analyzed on a LSR Il (BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ) and data were interpreted with Flowjo software (Treestar, Ashland, OR). All

interpretations were performed after doublet and dead cells exclusion.

Surgical preparation for in vivo imaging

Anesthetized mice were placed in the right lateral decubitus position under a
flexiVent mechanical ventilator (SCIREQ Inc., Montreal, Canada) and ventilated at
120 breaths per minute with a 2 cm HyO positive end-expiratory pressure. Two to
three ribs were surgically removed revealing the left, anterior lung surface (15, 21). A
12 mm diameter glass coverslip was placed upon the resected ribs and gently
maintained using a window system adapted from a previous study (24) (See Figure
E1B in the online data supplement). Care was taken not to limit lung motion due to

ventilation.



RESULTS
In vivo image post-processing

Our strategy aimed at acquiring in vivo series of images without mechanical
stabilization of the lung, and at extracting only on image every minute among each

series in order to get rid of tissue motion by a posteriori processing.

Five-seconds TPEF imaging sequences were performed on a living mouse at 10
frames per second every minute, resulting in the acquisition of fluorescent markers of
cells (GFP for CX3CR1-DCs), and of second harmonic generation (SHG) signals
from fibrillar collagen in the lung providing information on alveoli structures. In the
resulting time series of images showing important deformations due to thoracic
motion for most of them, we chose an attention-grabbing image exhibiting no
deformation and potentially revealing a thought-provoking phenomenon. The
collagen signal pattern coming from SHG (Figure 1A) was used as a frame of

reference for the following image registration phase.

The normalized 2D cross-correlation coefficient (25) between the frame of reference
and every single SHG frame was computed using Matlab (Mathworks, Natick, MA).
The frame maximizing this coefficient was extracted in each time series (Fig. 1B).
The residual (x, y)-drift was corrected using a rigid estimation of the transformation
between each selected frames (22, 26) (Fig. 1C). (See Movie E1 performed on a

naive CX3CR1 mouse in the online data supplement)

We further tested if our procedure could induce a vascular leak, which would have
indicated lung lesions, as previously shown. FIk-1 mouse were ventilated for 2 hours
and injected intravenously with 70 kDa dextran-rhodamine B. The mice were then
used for in vivo imaging with an adapted procedure using the GFP for the frame of
reference. We could not detect any extra-vascular leak of dextran-rhodamine B (See

Figure E2 and Movie E2 in the online data supplement).

In vivo imaging of spore-DC contacts

We applied this method to in vivo imaging of the lung of CX3CR1 mice 5 hours after
infection by B. anthracis spores (Fig. 2A, and Movies E3 and E4 on the online data



supplement). We selected this time as we had previously shown it was appropriate
for imaging capture of spores by running in situ experiments (20). In vivo time-lapse
experiments showed spores close to CX3CR1-dendritic-like cells spread on the
collagen grid. We and others have previously shown that DCs could be differentiated
along their roundness coefficient (16, 22). Using the instantaneous roundness
coefficient defined as a normalized ratio between area and perimeter, we could
assess that those cells were CX3CR1-DCs (Fig. 2B). In contrast to our expectations,
we did not see any direct capture of spore by CX3CR1-DCs. A closer analysis of
spore movements along the DCs clearly revealed a synchronous movement of at
least two spores along the CX3CR1-DC (Fig. 2C red and white tracks). As spores do
not have any mean to move by themselves, we hypothesized that those two spores
were already phagocytized in an unstained cell. The spores may move
simultaneously because they were in the same phagosome of an unstained cell of a
different lineage in close contact to the CX3CR1-DCs. The most efficient phagocytes
in the lung are the alveolar macrophages, which represented at this stage the best
candidate for this cell making contact with CX3CR1-DCs in vivo. Some images taken
later on during the infection, showed a large amount of spores packed in
phagosomes of unstained cells very close to CXCR1-DCs (Fig. 3). Taken together,
all these data led us to suspect CX3CR1-DC and macrophage contacts in lung in

Vivo.

In vivo imaging of macrophage and DC behaviors

We next tried to determine what cell population had captured spores and made
contacts with CX3CR1-DCs. We administered CX3CR1 mice with FITC-Dextran (MW
10 kDa) by intranasal route prior the infection to perform in vivo staining of
macrophages (23). We then checked by flow cytometry that more than 90 % of
dextran-loaded cells exhibited a phenotype of CD11b-negative CD11c-positive
macrophages in total lung population as well as in broncho-alveolar lavages (Fig.
4A). For microscopy experiments we used rhodamine B-dextran (MW 10 kDa)
instead of FITC-Dextran (MW 10 kDa) as the FITC NDD was used for GFP of
CX3CR1-cells. This four colors TPEF in situ imaging setting allowed us to

discriminate the specific signal from macrophages that co-localized exactly with



Alexa-stained spores after infection (Fig. 4B). Interestingly, after infection we

observed macrophages filled with spores intermingled with DCs.

Functional role of macrophage and CX3CR1-DC contacts

We next tried to address whether lung infection would increase the number of
contacts between CX3CR1-DCs and macrophages, as this would strongly suggest
that they play a role in the coordination of the immune defense. As infection induces
the recruitment of different cell populations, including CX3CR1-monocytes in the
lung, we compared the numbers of contact by using a normalized ratio. This
normalized ratio was defined as the number of contacts divided by the product
between the number of macrophages by the number of CX3CR1 cells. The
normalized ratio of contact was calculated as an average of 10 randomly chosen in
situ images (200 pm x 200 ym x 100 ym) performed in the same mouse. Z-stacks
were not projected so as to avoid taking into account false-positives. The normalized
ratio was not affected by the recruitment of one or both of these populations enabling
a rigorous evaluation of a possible variation. Interestingly, we observed a significant
increase of the normalized ratio of contact induced by B. anthracis spores infection
(Fig. 5A). This increase of contact was not correlated with an increase of the mean

cell velocity in both CX3CR1 cells and macrophages 5 hours post infection (Fig. 5B).

Dynamic imaging of macrophage - CX3CR1-DC contacts

Then, we tried to analyze the dynamics of macrophage and DC contacts by
performing in situ imaging in favorable conditions for preserving cell dynamics. We
observed that most contacts were related to movements of CX3CR1-cells to
macrophages (See Fig. 6 and Movies E5 and E6 on the online data supplement) and
not from macrophages to CX3CR1 cells as suggested by the velocity of CX3CR1
cells that were almost three times higher than macrophages (Fig. 5B). We
hypothesized that macrophages may transfer spores or antigenic material to
CX3CR1-DCs, as suggested by in vitro previous work (27), but we could neither
observe it, nor could rule that out, as infected macrophages appeared to be in close

contact with DCs (see Figure 7 and Movie E7 on the online data supplement). In



several instances, CX3CR1 cells behaved as if they were scanning the surface of the
macrophages over period of time longer as long as 30 min, compatible with

exchanges of information between cells.

Eventually, we tried to observe the CX3CR1-DC and macrophage synapses by
performing in vivo experiments on an infected mouse. We observed that this contact
in vivo could occur over a period as long as 15 min (See Figure 8 and Movie E8 on
the online data supplement), suggesting that significant signals may be exchanged

between those two cells over this period of time.



DISCUSSION

Intravital microscopy of the lung of small rodents such as mice has only been
scarcely achieved during the past decade due to the manifest tissue motion coming
from both breathing and heartbeat movement of the chest of living animals (13, 28).
So far, the only way to overcome this major obstacle has been the use of systems
stabilizing the lung mechanically. While gluing the parenchyma (14) or generating a
negative pressure between the organ and a glass window (15, 16, 21) could lead to
observations of cell behavior under inflammatory stimulus or in an asthma, to our
knowledge nothing has been published concerning the immune response following

an infection by a pathogen.

In our study, we have not only demonstrated that mechanical stabilization of the lung
is dispensable to achieve IVM, but we have also provided novel insights into the
triangular interactions between Bacillus anthracis spores, macrophages and DCs,
showing for the first time in vivo synapses between these major immune cell
populations confronted to a bacterial infection. Our approach, exclusively based on
post-processing of time oversampled acquisitions, utilizes SHG signal coming from
fibrillar collagen as a reference for frame registration (Fig. 1). The main limitation
consists in the inability of the method to perform 3D experiments over time, as
information on depth in the sample is lost due to unforeseeable chest motion. Future

work could address this issue by synchronizing breathing and acquisition.

This lung IVM method was combined with in situ experiments performed on lung
slices maintained in conditions favorable to cell dynamics. Precision-cut lung slices
were prepared according to previously published procedures (29, 30), with the
exception that we did not fill the lungs with agarose (22). This method may avoid
possible artifacts in alveolar cell behavior, making it more appropriate in the detection

of slight cell displacements.

Using these methods on CX3CR1 mice we have witnessed close interactions
between B. anthracis spores and DCs in vivo (Fig. 2) as well as in situ (Fig. 3). These
observations led to two comments. On the one hand, the expected capture of spores
by CX3CR1-DCs previously reported (20) appeared to be very scarce. On the other
hand, the synchronous motion of spores alongside DC's surface (Movie E3 on the

online data supplement) in addition to the gathering of multiple spores bordering DCs



(Fig. 3) strongly infer a previous capture of these spores by a CX3CR1-negative
phagocyte. Specific in vivo staining of macrophages by Rhodamine B (Fig. 4) offered
the possibility of simultaneous TPEF imaging of both macrophages and GFP-
expressing DCs after infection with Alexa Fluor stained B. anthracis spores and
imaging of fibrillar collagen by SHG detection. This multicolor imaging set-up allowed
a further statistical documentation of DC and macrophage populations following
infection, revealing a significant increase of macrophage-DC contacts after infection
(Fig. 5A). These data provide compelling evidence on the functional role of
macrophage-DC contacts in the lung. Interestingly, the contact ratio increase does

not appear to be correlated to any change in cell speed (Fig. 5B).

Altogether, these data require re-examination of not only the path of entry of B.
anthracis spores in the lungs but also of the cooperative role of interactions between

macrophages and DCs.

After inhalation of B. anthracis spores, a fraction of spores enters the host immune
system via the nasal-associated lymphoid tissues (31, 32) while another fraction
reaches the alveoli. They enter the host immune system via draining lymph node,
predominantly transported by DCs (2). In the lung at the cellular level, we have
previously shown that alveolar macrophages capture spores within minutes in a first
step, while DCs take over after 30 min and transport the spores to the lymph nodes
(19). Our data tend to refine this model and demonstrate a cooperative role of
macrophages and DCs. Triggered by the infection, the crosstalk between
macrophages and DCs may result in an exchange of information. Although we never
observed spore transfer it is plausible that macrophages and DCs might exchange
pathogen-derived particles in vivo, which could not be seen because of the spatial
resolution of our system. This mechanism was recently suggested in vitro (27).
Nevertheless, directed cytokine release or ligand-receptor triggering during long
during (up to 30 min) macrophage-DC contact is most likely and may participate in
the subtle balance between tolerance and immunity characteristics of the lung.
Synapses are defined as close cell-cell contacts, whereby information is selectively
transmitted. Immunological synapses have been first described in the immune
system at the interface between innate and adaptive cells, but has been recently
extended to NK cells and more recently to phagocytes (33). We describe here a

novel type of synapse occurring at a mucosal surface. The putative role of such



synapses is still to be refined, but the fact that they increase with infection strongly
suggests it plays a role in infection control. Such synapse between macrophages and
DCs could also occur at diverse sites, such as the gut mucosa, but also in secondary

lymphoid organ, between subcapsular macrophages and migrating DCs.

This study, which aimed to remove the need for mechanical stabilization in lung IVM
and therefore diminishing its invasivity, highlights for the first time macrophage-DC
synapses in the lung. These synapses may be the missing link to the elaboration of
the description of a triangular interaction between macrophages, DCs and inhaled
pathogens, eventually leading to pathogen sampling by DCs and triggering an

adaptive immune response.
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Figure 1.

Post-processing applied to a naive CX3CR1 mouse. (A) Example of a frame of
reference. (B) Five-seconds sequences of acquisition are performed every minute,
resulting in 50 frames in each time series. The 2D cross-correlation coefficient
between the collagen pattern of the frame of reference (grey) and every frame from
the 1% to the n™ 5s-time series is computed, and the frame maximizing this coefficient
is selected in each time series. (C) The residual (x, y)-drift is corrected by estimation
of the rigid transformation parameters using comparison of their collagen patterns
(SHG). See Movie E1 in the online data supplement. Green: CX3CR1 cells (GFP).
Grey: fibrillar collagen (SHG).



Figure 2.

TPEF lung in vivo imaging of an anthrax infected CX3CR1 mouse. (A) Time-lapse of
a CX3CR1 cell and B. anthracis spores interactions during 30 minutes (See Movie E2
in the online data supplement). Scale bar: 10 um. (B) Edge of the CX3CR1 cell (white
line) showing an Instantaneous Roundness Coefficient equals to 0,12; (C) Tracking
of three spores (purple, white and red lines) and of the CX3CR1 cell (green line)
during the experiment. Green: CX3CR1 cells (GFP). Red: Bacillus anthracis spores
(Alexa Fluor 568). Grey: fibrillar collagen (SHG).



Figure 3.

Projection of 2PEF z-stacks performed in situ on a CX3CR1 mouse, 18 hrs after
infection. Green: CX3CR1 cells (GFP). Red: Bacillus anthracis spores (Alexa Fluor

568).
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Figure 4.

(A) Flow cytometry graphs performed on total lungs or broncho-alveolar lavages
(BAL) of mice administered with FITC-Dextran, gated on FITC-positive cells. More
than 90% of Dextran-loaded cells exhibit a CD11b-negative CD11c-positive
phenotype. (B) Projection of 2PEF z-stacks performed in situ on naive (up) and
infected CX3CR1 mice (down). Green: CX3CR1 cells (GFP). Red: Bacillus anthracis
spores (Alexa Fluor 633). Blue: Macrophages (Rhodamine B-Dextran). Grey: fibrillar
collagen (SHG). Spore-loaded macrophages appear in pink. The white arrow on the
lower image highlights contact between infected macrophage and a CX3CR1 cell.

Scale bar: 20 uym.
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Figure 5.

(A) Normalized ratio of CX3CR1 cell — macrophage contacts in control (PBS) and
infected (spores) mice. Each point represents the total number of contacts divided by
the product between the number of CX3CR1 cells and macrophages on 10 randomly
chosen in situ non-projected z-stacks performed in the same mouse. Five mice per
group. (B) Velocity of CX3CR1 cells (filled symbols) and macrophages (open
symbols) performed in situ from 5 to 6 h post-infection (rounds) or injection of PBS

(squares). Each point represents one cell. Three mice per group.



Figure 6.

(A) In situ 2PEF z-projected time-lapse of contact between a CX3CR1 cell and a
macrophage from 5 to h after infection by non-stained spores. The last frame shows
the trajectories of the CX3CR1 cell (green line) and the macrophage (blue line)

during the whole experiment. (See Movie E5 on the online data supplement). (B) Two



CX3CR1 cells in contact with one macrophage from 5 to h after infection by non-
stained spores. (See Movie E6 on the online data supplement). Green: CX3CR1
cells (GFP). Blue: Macrophages (Rhodamine B-Dextran). Grey: fibrillar collagen
(SHG). Scale bars: 10 pm.



Figure 7.

In situ confocal z-projected time-lapse of infected macrophages and CX3CR1 cells.
Time in minutes. Green: CX3CR1 cells (GFP). Blue: Macrophages (Rhodamine B-
Dextran). Red: Bacillus anthracis spores (Alexa Fluor 633). Scale bar: 10 um. (See

Movie E7 on the online data supplement).



Figure 8.

(A) In vivo time-lapse of macrophage-CX3CR1 cell interaction 5 h after infection by
non-stained spores. Green: CX3CR1 cells (GFP). Blue: Macrophages (Rhodamine B-
Dextran). Grey: fibrillar collagen (SHG). Scale bar: 10 ym. (See Movie E8 on the
online data supplement). (B) Trajectories of the CX3CR1 cell (green line) and the

macrophage (blue line) during the whole experiment.



Figure E1

Figure E1.

(A) Configuration of NDD filters allowing detection of SHG (R2), GFP (R3),
Rhodamine B or Alexa Fluor 568 (R4) and Alexa Fluor 633 (R2). (B) Design of the
window system holding a 12 mm diameter glass coverslip (left) and positionning on

a ventilated mouse (right).



Figure E2

Figure E2.

In vivo TPEF time-lapse of a FIk19® mouse lung after i.v. administration of rhodamine
B dextran following 2 hours of ventilation. Green: FIk1 endothelial cells (GFP). Red:

rhodamine B dextran. Scale bar: 10 pym.



Movie E1.

In vivo TPEF time-lapse of a naive CX3CR1 mouse. Green: CX3CR1 cells (GFP).
Grey: fibrillar collagen (SHG). Scale bar: 10 pm.

Movie E2.

In vivo TPEF time-lapse of a FIk19® mouse lung after i.v. administration of rhodamine
B dextran following 2 hours of ventilation. Green: FIk1 endothelial cells (GFP). Red:

rhodamine B dextran.

Movie E3.

In vivo TPEF time-lapse of a CX3CR1 cell and B. anthracis spores interaction during
32 minutes. Scale bar: 10 um. Green: CX3CR1 cells (GFP). Red: Bacillus anthracis
spores (Alexa Fluor 568). Grey: fibrillar collagen (SHG).

Movie E4.

In vivo TPEF time-lapse of a CX3CR1 cell and B. anthracis spore interaction (upper
right quarter) during 30 minutes. Scale bar: 10 ym. Green: CX3CR1 cells (GFP).
Red: Bacillus anthracis spores (Alexa Fluor 568). Grey: fibrillar collagen (SHG).

Movie E5.

In situ TPEF z-projected time-lapse of contact between a CX3CR1 cell and a
macrophage from 5 to h after infection by non-stained spores. Green: CX3CR1 cells
(GFP). Blue: Macrophages (Rhodamine B-Dextran). Grey: fibrillar collagen (SHG).
Scale bar: 10 ym.



Movie EB.

In situ TPEF z-projected time-lapse of contact between CX3CR1 cells and a
macrophage from 5 to h after infection by non-stained spores. Green: CX3CR1 cells
(GFP). Blue: Macrophages (Rhodamine B-Dextran). Grey: fibrillar collagen (SHG).
Scale bar: 10 uym.

Movie E7.

In situ confocal z-projected time-lapse of infected macrophages and CX3CR1 cells.
Time in minutes. Green: CX3CR1 cells (GFP). Blue: Macrophages (Rhodamine B-

Dextran). Red: Bacillus anthracis spores (Alexa Fluor 633). Scale bar: 10 um.

Movie ES8.

In vivo time-lapse of macrophage-CX3CR1 cell interaction 5 h after infection by non-
stained spores. Green: CX3CR1 cells (GFP). Blue: Macrophages (Rhodamine B-
Dextran). Grey: fibrillar collagen (SHG). Scale bar: 10 pm.



Chapitre 8

Discussion generale et perspectives
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8.1 Discussion

La maladie du charbon est une trés ancienne anthropozoonose due a B. anthracis,
une bactérie utilisée comme modéle d’étude en microbiologie durant des dizaines
d’années et qui a conduit a des découvertes capitales en biologie et en médecine.
Citons I'établissement des postulats de Koch qui sont a la base de la microbiologie
scientifique, le développement de la vaccination ou la découverte des mécanismes

de 'immunité a médiation cellulaire.

Toutefois, et malgré I'utilisation de B. anthracis dans des études scientifiques depuis
plus de 150 ans, la physiopathologie de la maladie du charbon n’est pas
parfaitement connue et des zones d’ombre demeurent. En particulier, les voies de
pénétration du pathogéne selon la forme de la maladie (cutanée, gastro-intestinale
ou pulmonaire) semblent faire intervenir des mécanismes bien différents au vu des
divergences dans I'évolution de la maladie et du pronostic vital de l'individu infecté.
Un état des connaissances sur B. anthracis et la maladie du charbon est proposé au
Chapitre 1.

La forme pulmonaire de la maladie du charbon est la plus sévere. En effet,
lorganisme héte ne semble pas capable de surmonter l'infection par ses propres
dispositifs de défense, ce qui suggére l'existence de spécificités propres a l'arbre
respiratoire dans les mécanismes de pénétration des spores aprés inhalation. Outre
le rdle des NALTs dans la propagation du pathogéne dans l'organisme, le modeéle
généralement accepté de pénétration des spores au niveau pulmonaire requiert leur
capture préalable a la migration vers les ganglions lymphatiques drainants (modele
du « Cheval de Troie »), a partir desquels les bacilles se répandent de maniere
systémique dans le réseau vasculaire et provoquent les symptdmes associés a la
maladie (toxémie, septicémie). Les cellules incriminées dans ce transport ont
initialement été décrites comme étant des macrophages. Or, les derniéres études
citées au Chapitre 2 décrivent un réle primordial des DCs dans ce transport sans que
le mécanisme de capture ni le phénotype précis de ces cellules n'aient été

investigues.

La présente thése se positionne précisément dans ce contexte. Elle a pour but de

caractériser le type de DCs impliqué dans la capture de spores au niveau
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pulmonaire, et en particulier de préciser le role de la sous-population de cDCs
CD11b, ainsi que d’analyser les mécanismes de capture. Ce ftravail a pu étre
effectué grace a l'utilisation des microscopies de fluorescence confocale ou par
excitation a deux photons, ainsi que par la génération de second harmonique, cette
derniere permettant de détecter le collagene alvéolaire sans apport de fluorophore

exogéne (techniques décrites au Chapitre 3).

Le modéle animal utilisé est la souris CX3CR1*9P dont le sous-type CD11b de cDCs
ainsi que les monocytes expriment constitutivement la GFP. Un des premiers
objectifs est le développement d’une méthode permettant de discriminer les DCs des
monocytes, afin d’étudier leur réle spécifique. Cette discrimination est basée sur un
crittre morphologique appelé MRC pour Mean Roundness Coefficient. Il prend en
compte la morphologie particuliere des DCs présentant un contour dendritiforme
alors que les monocytes sont des cellules plutét rondes, ainsi que la déformation des
cellules au cours du temps lors de leur migration. Le Chapitre 5 présente la
technique développée et un exemple d’étude du comportement spécifique de DCs
versus monocytes en conditions inflammatoires simulées par l'injection i.t. de LPS.
Ces résultats, publiés en 2012 dans la revue PLoS ONE#"3, utilisent a un algorithme
de suivi cellulaire dans lequel a été implémenté la méthode de discrimination
cellulaire basé sur le MRC. lls apportent la preuve de la possibilité d’étude
automatisée du comportement spécifique des DCs exprimant le méme fluorophore
gu'une autre population cellulaire immunitaire. Cette méthode a ensuite été
appliquée a l'étude des cDCs CD11b dans la physiopathologie de la maladie du

charbon.

Un aspect capital de cette étude réside dans la composante dynamique des
processus examinés. Pour observer ces mécanismes, il a été nécessaire de
développer une technique permettant de se placer dans des conditions favorables au
maintien de la dynamique cellulaire. Deux possibilités ont été utilisées : I'imagerie in
situ, c’est-a-dire sur explant de poumon, coupé ou non, maintenu a 37 °C dans du
milieu nutritif; et imagerie in vivo sur souris anesthésiée et ventilée dont les
mouvements thoraciques étaient jusqu'a récemment rédhibitoires a [limagerie

microscopique.
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L’utilisation d’un protocole d’imagerie pulmonaire in situ adapté a l'étude de la
dynamique de la population de cDCs CD11b, développé au cours de cette thése, a
permis de visualiser pour la premiére fois et de maniére dynamique la capture directe
et rapide d’une spore de B. anthracis par une cDC CD11b pulmonaire. Ce résultat a
fait 'objet d’une publication dans la revue American Journal of Respiratory and
Critical Care Medicine en 2012 (présenté au Chapitre 6). L’étude des interactions
entre cDCs CD11b et spores a été effectuée au niveau de la plévre et au niveau du

parenchyme. Plusieurs observations ont été faites :

- quelques spores sont capturées dans le parenchyme par des cDCs CD11b et
monocytes ;

- les cDCs CD11b bronchiques sont probablement impliquées dans la capture
directe et rapide des spores présentes dans les bronches ;

- peu de spores parviennent dans la zone pleurale, et celles qui y parviennent
sont capturées par des cDCs CD11b présentes en grande concentration via

les extensions dendritiques de type « balloon-body ».

Bien que le réle des DCs soit reconnu comme primordial dans le transport des
spores vers les ganglions, il est frappant de constater que les événements de
capture observés sont relativement rares en comparaison de la grande quantité de

spores injectées.

Une étape clé dans la compréhension du mécanisme de capture est I'étude non plus
sur explant d’'organe mais sur petit animal infecté, anesthésié et ventilé afin de
respecter au mieux la physiologie de l'organe et d'étudier les comportements

cellulaires sans les biais causés par 'euthanasie préalable de I'animal.

La technique développée au cours de ces travaux de thése, décrite au Chapitre 7,
permet de surmonter le probleme des mouvements thoraciques de l'animal vivant.
Ces mouvements provenant de la ventilation et des battements cardiaques de la
souris ont été largement éliminés dans des études trés récentes par une forte
contrainte mécanique exercée sur I'organe, aux effets indésirables mal définis. Notre
technique repose quant a elle sur un sur-échantillonnage rapide par imagerie
biphotonique du poumon libre de ses mouvements physiologiques, et sur une
sélection des images dignes d’intérét par comparaison de leur composante

structurelle (provenant généralement de la GSH émis par le collagéne des alvéoles)
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avec une image de référence choisie par I'expérimentateur. Les différentes stratégies

d’acquisition (in situ, in vivo avec contraintes mécaniques ou in vivo sans contrainte

mécanique) sont comparées dans le Tableau 1 ci-dessous :

Stratégie Type ) . e Zone -

. . _” Résolution  Invasivité . Références
d’imagerie d’acquisition accessible

- Trés Plevre et

in situ 3D+T Bonne 412413

invasive | parenchyme

in vivo avec
contraintes 3D+T Moyenne | Invasive Plevre I BL AU ZS AR

mécaniques

in vivo sans . Article en cours
i eu . _
contrainte 2D+T Moyenne | _ Plevre de soumission
’ : invasive _
mécanique (cf. partie 7.3)

Tableau 1 : comparaison des différentes stratégies d'imagerie pulmonaire microscopique évoquées dans
cette thése. En bleu clair sont mises en évidences les stratégies utilisées dans ces travaux de thése et en

gris les stratégies décrites dans la littérature scientifique.

L’utilisation de notre méthode d'imagerie in vivo peu invasive a permis d’observer
linteraction entre spores et cDCs CD11b au niveau pleural, mais sans capture
directe. Ce dernier point sera crucial dans la compréhension du phénoméne de
capture. En effet, puisque les spores ne sont pas mobiles, leur mouvement observé
in vivo implique une capture préalable par un phagocyte non fluorescent et trés

performant, a en juger par la formation d’amas de spores trés denses.

Le meilleur candidat pour capturer les spores est le macrophage alvéolaire, qui
représente la population majoritaire au niveau des alvéoles et présente les
meilleures performances en matiére de phagocytose. Pour affirmer ou infirmer cette
hypothése, nous avons marqué les macrophages alvéolaires par injection i.n. de
rhodamine-dextran 10 kDa et réalisé des séquences d'imagerie en 4 couleurs (GSH,

GFP, rhodamine, Alexa Fluor 633). Les résultats présentés dans le Chapitre 8, et
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soumis dans la revue American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine,

effectués in situ et in vivo, démontrent :

- que les macrophages capturent tres largement les spores ;

- quil existe des contacts entre macrophages et DCs durant plusieurs dizaines
de minutes ;

- que ces contacts ont un réle fonctionnel car ils sont favorisés par I'infection ;

- quils ne sont pas associés a une augmentation de la vitesse cellulaire.

Ces éléments suggeérent fortement I'établissement d’'un processus d’échange entre

macrophages et cDCs CD11b.

Des interactions entre une CPA (généralement une DC) ou un phagocyte, et un
lymphocyte T2%0.251.474-477 oy B478 ou une cellule NK47® ont été observées pour la
premiere fois a la fin des années 1990 et ont été nommées « synapses
immunologiques ». La structure des synapses immunologiques est composée
d’anneaux concentriques ordonnés contenant des complexes protéiniques dont le
role est la régulation de I'activation de lymphocytes et la sécrétion de cytokines?252:480

ou encore le transfert de matériel antigénique*81-482,

L’élément commun a la formation des différents types de synapses immunologiques
semble étre I'exclusion de phosphatase (notamment CD45) a la surface de la cellule
sur le site de linteraction. La diminution de la concentration en phosphatases qui
sont les inhibiteurs principaux des kinases provoque une augmentation de leur
activité, nécessaire a l'établissement de la synapse par laquelle peuvent alors
transiter des informations. La durée typique des synapses est de quelques heures
dans le cas des synapses lymphocyte T-APC483, celles-ci étant les plus étudiées a

I'heure actuelle.

Jusqu'a présent, aucune observation in vivo ou in situ de synapses immunologiques
n'a été décrite entre macrophages et DCs, et de nombreuses questions demeurent
quant aux mécanismes impliqués dans de tels processus*8448,  Cependant, les
observations réalisées dans le cadre de cette thése s’insérent parfaitement dans un
modele affiné de pénétration des spores au niveau alvéolaire, en impliquant une
coopeération entre ces deux populations cellulaires primordiales dans la réponse

immunitaire, mais dont les interactions n’étaient jusqu’alors pas connues. Le modéle
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affiné de pénétration des spores au niveau alvéolaire est schématisé a la Figure 74
et se présente en 7 étapes :

(1) arrivée des spores dans l'alvéole ;

(2) capture rapide des spores par les macrophages alvéolaires ;

(2’) capture directe de spores par des cDCs accolées a I'épithélium bronchique ;

(3) rapprochement d’'un macrophage infecté et d’'une cDC CD11b ;

(4) établissement d’une synapse immunologique entre les deux cellules ;

(5) échange d’informations, de particules ou directement de spores ;

(6-7) migration de la cDC CD11b vers un vaisseau lymphatique pour rejoindre le
ganglion drainant.
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Figure 74. Modéle affiné de pénétration des spores au niveau alvéolaire.
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8.2 Conclusion

Le développement d’'une méthode d’imagerie biphotonique in vivo du poumon de
souris sans contrainte mécanique appliquée a lorgane, couplée a des techniques
d’imagerie in situ, ont permis pour la premiére fois la visualisation non seulement de
la capture directe de pathogenes par des cDCs CD11b pulmonaires, mais aussi de
établissement de synapses immunologiques entre macrophages et cDCs CD11b
pulmonaires apres inhalation. La formation de ces synapses, stimulée par I'infection,
pourrait servir au transfert de spores ou d’informations non déterminées a ce jour,
entre les macrophages, premiéres sentinelles du systéeme immunitaire pulmonaire
qui capturent trés rapidement les agents pathogenes inhalés mais ne migrent pas
vers les ganglions, et les cDCs CD11b situées dans linterstitium alvéolaire dont la

capacité de migration vers les ganglions est connue.

Les résultats que nous présentons s’inscrivent parfaitement dans un modele affiné
de pénétration des spores sur un schéma de « Cheval de Troie » réconciliant le role
des macrophages, qui capturent la trés grande majorité des spores, avec celui des
DCs qui échantillonnent les pathogénes (et antigeénes qui en dérivent) capturés par
les macrophages, puis migrent vers les ganglions lymphatiques drainants. En effet,
la présence en grande quantitt de DCs CD11b ayant capturé des spores a été
reportée dans les ganglions par des travaux préalables effectués dans I'équipe,
montrant que les DCs participent malgré elles a la pénétration du pathogene a
travers les lignes de défense immunitaire de I'h6te28%2°9, Or, nous avons observé que
les événements de capture directe par les DCs, bien qu’existants, sont relativement
rares en raison du grand nombre de spores capturées rapidement par les
macrophages alvéolaires. Ces différents résultats présentent la formation de
synapses immunologiques entre macrophages et DCs comme un chainon manquant
a l'explication de la pénétration des spores a travers les défenses immunitaires de

'héte au niveau pulmonaire selon un modele affiné de Cheval de Troie.

Enfin, la caractérisation précise de la nature des informations échangées lors des
contacts prolongés entre macrophages et DCs est une perspective majeure ouverte
par ces travaux de thése. Elle permettra alors de confirmer le réle crucial de

établissement de synapses entre macrophages et DCs dans la physiopathologie
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des infections pulmonaires, qui demeurent a I'heure actuelle la premiére cause de

mortalité dans les pays en voie de développement.
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8.3 Perspectives

Le protocole d’imagerie pulmonaire in vivo développé au cours de ces travaux de
thése est perfectible. En particulier, il pourra étre intéressant de corréler le coefficient
de corrélation croisée entre images d’'une méme série temporelle aux parameétres
physiologiques provoquant les mouvements thoraciques. Ainsi, il sera possible
d’accéder a des informations sur la dérive axiale se produisant sous leffet des
mouvements, et donc de reconstruire des images en trois dimensions spatiales au
cours du temps, alors que la reconstruction effectuée dans les travaux présentés ici

n'integre pas d’information en profondeur.

L’observation de synapses immunologiques entre macrophages et DCs décrite dans
cette thése ouvre la voie a I'étude plus poussée des processus qui sous-tendent leur
formation et leur fonctionnement. En tant qu'événement rare, mais pourtant crucial
dans le déroulement de la physiopathologie de la maladie du charbon (cf. modéle du
goulot d’étranglement présenté au Chapitre 3), la caractérisation de la capture des
spores de B. anthracis par les DCs via le truchement des macrophages nécessite la
réalisation d’'un grand nombre d’expériences. De cette maniére pourra étre observé
un nombre suffisant d’événements, permettant d’effectuer une analyse
phénoménologique statistiquement significative incluant par exemple la durée
moyenne de contact, ce qui pourrait étre d’'une importance capitale dans la
compréhension du phénoméne. A titre d’exemple, il conviendra de définir si
laugmentation du ratio de contact aprés infection, défini au Chapitre 7, provient
d’'une augmentation du nombre de contacts ou d’'une augmentation de la durée
moyenne de contact. Dans ce dernier cas, l'augmentation de la probabilité
d’'observer un contact signifierait que les synapses s’établissent aléatoirement mais
que I'état (infecté ou non) du macrophage conditionnerait la stabilité de I'interaction.
Dans le cas inverse, cela signifierait que les DCs « sentent » que les macrophages
sont infectés et donc qu'un signal cytokinique ou chimiokinique a été sécrété.
L’analyse d’'un nombre suffisant d’événements permettra également de définir une
possible corrélation entre capture de spore(s) par un macrophage et établissement
de la synapse par ce méme macrophage et une DC. De plus, des analyses in vitro
devraient permettre de caractériser le type d’information échangée dans les

synapses immunologiques entre macrophages et DCs, comme d’éventuelles
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cytokines pro-inflammatoires. Enfin, la réalisation des mémes expérimentations sur
des animaux déplétés en macrophages alvéolaires permetira de confirmer leur réle
précis, notamment sur 'effet des synapses macrophages-DCs dans le comportement

dynamique des DCs aprés infection.
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Multimodal 4D imaging of cell-pathogen interactions in the lungs
provides new insights into pulmonary infections

Daniel Fiole**®, Julien Douady®, Aurélie Cleret’, Kévin Garraud®, Jacques Mathieu®, Anne Quesnel-
Hellmann®, Jean-Nicolas Tournier***
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ABSTRACT

Lung efficiency as gas exchanger organ is based on the delicate balance of its associated mucosal immune system
between inflammation and sterility. In this study, we developed a dynamic imaging protocol using confocal and two-
photon excitation fluorescence (2PEF) on freshly harvested infected lungs. This modus operandi allowed the collection
of important information about CX3CR1" pulmonary cells. This major immune cell subset turned out to be distributed in
an anisotropic way in the lungs: subpleural, parenchymal and bronchial CX3CR1" cells have then been described. The
way parenchymal CX3CRI1" cells react against LPS activation has been considered using Matlab software,
demonstrating a dramatic increase of average cell speed. Then, interactions between Bacillus anthracis spores and
CX3CR1" dendritic cells have been investigated, providing not only evidences of CX3CRI" cells involvement in
pathogen uptake but also details about the capture mechanisms.

Keywords: two-photon imaging, 2PEF, confocal, host-pathogen interactions, lung, infectious disease, ex vivo imaging,
Bacillus anthracis

1. INTRODUCTION

The lung is a delicate vital organ constantly exposed to pollutants and pathogens through air sampling'. Exploration of
lung immune system dynamic under infection has not been performed in detail so far, mainly because ventilation
mechanic and chest movement don't allow the micrometric resolution needed to track roughly one micrometer bacteria.
In this paper, we investigate this issue using an ex vivo imaging protocol on freshly harvested lungs, allowing
conservation of cell dynamic many hours after animal euthanasia.

Two-photon excitation fluorescence (2PEF) has proved itself as a high performance technique in thick life tissues
imaging’. The use of infrared laser allows the generation of second harmonic signal (SHG), a non-centrosymmetric
material specific signal offering the opportunity of imaging of alveoli collagen fibers in the lungs without binding to an
exogenous fluorochrome. This work deals with 2PEF as well as confocal microscopy, allowing theoretically a better
resolution than 2PEF to the detriment of penetrability in thick samples, photodamage and increased photobleaching.

The experiments herein described aimed to lead to a better understanding of the immune interactions between a major
immune cell population characterized by their expression of the CX3CR1, the receptor of fractalkin (mostly expressed in
dendritic cells (DCs) and monocytes in the lungs) and inhaled contaminants at the lower airways level. These
experiments have been facilitated by the use of a transgenic CX3CR1"#" mice strain® expressing the green fluorescent
protein (GFP) on monocytes (macrophages and DCs precursors) and DCs, the sentinels of the immune system, sampling
the environment on the mucosa and efficient antigen-presenting cells after migration into the lymph nodes*.

*daniel.fiole@ujf-grenoble.fr or jntournier@gmail.com, phone: 33 4 76 63 68 48.
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So far, little is known about the anatomy of spatial DC distribution and the dynamic of DCs population at the
homeostasis and after activation or under an infection. We took advantage of the development of dynamic imaging, to
analyse the kinetic of lung immune system under infectious stimulation.

For the model of pulmonary infection we used two different approaches: in some experiments lipopolysaccharide, one of
the major constituent of Gram-negative bacteria was instilled in the upper airways, while in some others spores of
Bacillus anthracis, the Gram-positive causative agent of anthrax was administered intranasally.

Some previous works™® suggest a major role of CX3CR1" cells in B. anthracis spore uptake in the lungs, though the
uptake mechanism as well as the precise anatomical location of cells involved and the dynamic of such interactions
remain unclear. In such a context, 2PEF and confocal microscopy provide complementary data to those previously
acquired using flow cytometry’.

In this study, we identified three main locations of CX3CR1" cells in the lungs and their possible role in controlling
bacteria infection, as well as CX3CR1" cell dynamic under inflammatory conditions. Then, the precise mechanisms of
pathogen uptake by CX3CR1" cells have been investigated. We shown that CX3CR1" lung cells are capable of emitting
‘balloon-body’ shaped extension aimed to uptake pathogens, and that the uptake process can occur in a short time
(typically less than 3 minutes).

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Animals

C57BL/6 mice (Centre d’Elevage R. Janvier, France) (further referred as wild type) were housed in clean standard
conditions in our animal care facility (Institut de Recherche Biomédicale des Armées, La Tronche, France), and
CX3CR17#? mice on a C57BL/6 genetic background were maintained under specific pathogen-free conditions at the
Plate-forme de Haute Technologie Animale (Institut Jean Roget, La Tronche, France). The local ethics committee
approved all our animal experiments according to international guidelines.

2.2 Models of lung infection

In order to mimic the effects of Gram-negative bacteria infection, we administered by intratracheal route (i.t.) 150 ug of
Liposolysaccharide from Echerischia coli (LPS) in 30 pl of Phosphate Buffered Saline (PBS) after tracheotomy. Control
mice were administered with an equivalent volume of PBS.

Avirulent B. anthracis Sterne 7702 strain was originally provided by M. Mock (Institut Pasteur, Paris, France). The
spores are chemically labelled with Alexa Fluor 647 (Invitrogen Life Technologies) as follows: 3 x10° CFU of the spores
were stained with the reactive dye in 10 ml of H,0/0.1 M sodium bicarbonate for 1 h protected from light. Spores were
washed five times in H,0/0.1 M sodium bicarbonate. The spores were maintained in H,O at 4°C to avoid germination.
Mice were anesthetized and 50 ml of spores were administered i.t. by 10° CFU/mouse. Control mice were administered
with the same volume of PBS.

2.3 Sample preparation

Lung explants were kept on their whole or cut in two parts with a vibratome. These sample are glued on a Petri dish
filled up either with 4°C PBS for static studies or with 37°C RPMI medium for dynamic studies. In this case medium
was refresh every hour. Explants were kept 45 minutes at 37°C before and during the imaging phase.

For some experiments, 5-6(((4-chloromethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamine (CMTMR, Invitrogen Life
Technologies) was diluted in warm agar gelose at 50 pug/ml and injected i.t. after mouse euthanasia. Lungs were
harvested 5 minutes after staining, washed 3 times with cold PBS and kept in 4°C PBS.

2.4 Confocal and 2PEF microscopy

Confocal and 2PEF imaging was performed on a Zeiss LSM 710 NLO microscope equipped with a W Plan-Apochromat
20x/1.0 DIC M27 75mm water immersion objective. In confocal mode, GFP is excited with a Argon 488 nm laser, while
Alexa Fluor 647 with a Helium-Neon 633 nm laser. In 2PEF mode, excitation is usually made at 854 nm by a tunable
pulsed laser (Chameleon Coherent). GFP signal is epicollected by a 500-550 nm dedicated non-descanned detector
(NDD) and CMTMR by a 640-710 nm dedicated NDD. The second harmonic generation (SHG) allows detection of non-
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centrosymmetric structures, such as alveolar collagen in the lungs. This signal is epicollected by a dedicated NDD
coupled with a 427 nm £ 20 nm band pass filter.

2.5 Kinetic analysis

In order to achieve kinetic analysis of the cell dynamic, 2PEF GFP-SHG imaging was performed at the rate of one
283%283%200 pm image every two minutes for one hour. The median filtered maximum intensity z-projection of each
image was calculated using ZEN 2008 Zeiss software. A custom made program developed under Matlab (Mathworks)
was intended to correct the x-y time shift owing to a realignment of each frame based on its SHG signal. At least 20 cell
positions were calculated using the track.pro code written by John C. Cooper transmuted to Matlab by Blair &
Dufresne®. Starting with these positions, a custom made Matlab code was aimed at calculating average cell speed and
meandering index.

3. RESULTS
3.1 Lung structure analysis using confocal and 2PEF imaging

Our first goal was to examine the lung structure comparing confocal, 2PEF and SHG, to decipher the topography of
collagen matrix and cell architecture. One manner of imaging a sample such a whole lung explant consists in the
epicollection of autofluorescence. Such a technique has been successfully used in human endomicroscopy to detect
elastin fibers’. This radiation was generated by a high power argon 488 nm laser and collected using the confocal mode
of the microscope (Fig. 1-A) showing a dense autofluorescent structure between the parenchyma edge and the pleura,
forming the subpleural area. The collection of second harmonic signal was simultaneously achieved (Fig.1-B) at 857 nm
excitation, showing a subpleural collagen lattice. When both images were merged into one (Fig. 1-C), we did not observe
any correlation between SHG and autofluorescence signals.

The same result was obtained when comparing CMTMR staining (Fig. 1-D) and SHG (Fig. 1-E) signals (Fig. 1-F).
However, CMTMR staining provided more information on structure than autofluorescence on whole lung explants as
shown in Fig. 1-D. The same comparisons were achieved deeper in the parenchyma on lung lobes cut in half using a
vibratome. In contrast to what was observed in the subpleural area, autofluorescence could be used to provide
information on alveoli structures as well as SHG (Fig. 1 G-I). Both signals were highly stackable (Fig. 1-I). Finally,
CMTMR staining did not add useful information to SHG signal (Fig. 1 J-L). As CMTMR could be toxic to cells and
require agarose injection in the trachea, that could modify lung physiology, we limited its application to static analysis.
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Fig. 1

Figure 1: Autofluorescence, CMTMR staining and SHG provide different informations about lung anatomy. Comparison
between autofluorescence (green) and CMTMR staining (red) versus SHG (blue) on whole lung explant (A-F) and on
half lung lobe (G-L). CMTMR and SHG images where acquired using a 857 nm excitation wavelength, and
autofluorescence images with 488 nm. Scale bar = 40 um.

3.2 Anatomical description of three different CX3CR1" cell networks in the lungs

We next tried to analyse the localisation of DCs using CX3CR1"#? knock in mice expressing physiologically eGFP in
several myeloid subset of lung cells. Previous studies showed that monocytes and a DC subset express GFP in the
lungs™'®. GFP-positive cells can be imaged either in confocal or 2PEF modes. DCs were observed as large cells with
typical hair-like thin dendritic shape (Fig. 2-A) allowing their discrimination from round shaped monocytes (Fig. 2-B,
white arrows). We first analysed how the DC population was organized within the lung tissue. We could differentiate at
least three different organizing sites for CX3CR1" cells in the lungs:

- Subpleural CX3CR1" cells

We analyzed up to 60 pm deep a lung explant after CMTMR staining, with one projection in each space direction (z on
the centre, x-y on the edges), providing a 3-D view of GFP" cell topography (Fig. 2-C). A tight mesh of CX3CR1" cells
was observed right upon the lung surface visible in red staining, at the subpleural area level. These subpleural CX3CR1"
cells seemed tangled right in the subpleural collagen lattice, as shown on Fig. 2-D.

- Parenchymal CX3CR1" cells

On half a lung lobe, another tidy CX3CR1" cellular network located within the inter-alveolar parenchyma area of the
lungs was observed (Fig. 2-E). These cells appeared to be intertwined in the alveoli tissue, as shown on Fig. 2-F.
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- Bronchial CX3CR1" cells

CMTMR and SHG both allow bronchi imaging on lung slices (Figs. 2-G,H). We observed a strong density of CX3CR1"
cells right along the bronchial epithelium surface, in longitudinal projection (Fig. 2-G) and in transverse projection (Fig.
2-H).

Fig. 2

)

—_—

Figure 2: CX3CRI1+ cells can be sorted according to their location in the lungs. Anatomical location of CX3CRI1+ cells
(green) in the lungs: (A) Dendritic cell (scale bar = 10 um), (B) monocytes (white arrows, scale bar = 20 pm). (C-D)
Subpleural CX3CR1" cells merged with CMTMR staining (C, scale bar = 40 pum) and with SHG (D, scale bar = 20
um). (E-F) Parenchymal CX3CR1+ cells merged with SHG (E, scale bar = 40 um) and with CMTMR staining (F, scale
bar = 20 um). (G-H) Bronchial CX3CR1+ cells merged with CMTMR staining (G, scale bar = 40 um) and with SHG
(H, scale bar = 100 pum).

3.3 CX3CRI" cell velocity is increased upon LPS activation

Kinetic analysis of immune cells is crucial for the study of immunological processes and defence against an aggression.
Thus, we developed an ex vivo imaging protocol allowing an analysis of cell physical parameters. First, the dynamic
analysis of the subpleural CX3CR1" subset showed rare mobility events, both under non-inflammatory (Fig. 3-A) or
inflammatory conditions (data not shown).

Then, we performed the same analysis on the parenchymal CX3CR1" cells after i.t. injection of PBS (control group) or
LPS, which is a potent pro-inflammatory molecule mimicking a Gram-negative bacterium dissemination. CX3CR1" cells
had a statistically significant increase in cell velocity after LPS stimulation (Fig. 3-B). This increase of velocity was
randomly directed as the meandering index stayed inferior to 0.5, even though increased after LPS stimulation.
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Figure 3: Inflammatory condition increases CX3CR1+ cells motility. (A) Time-lapse imaging of CX3CR1+ subpleural cells.
Two motile cells are highlighted with open arrows. Images were acquired using a 860 nm excitation wavelength. Scale
bar = 20pm, 4 min between each frame. (B-C) Analysis of the parenchymal CX3CR1" cell dynamic 1h30 after i.t.
injection of LPS (closed square) or of PBS as a control (closed triangle) (1h after sacrifice) over lh: average track
speed (B) and average meandering index (C) calculated on three mice in each group (each point represents the average
value calculated on 20 up to 40 cells).

3.4 CX3CR1+ cells capture in B. anthracis spores upon activation

We finally characterized DC-pathogen interactions with B. anthracis spores coupled with Alexa Fluor 647 (Invitrogen
Life Technologies) in confocal mode such as shown in Fig. 4-A.

Static imaging performed on whole lung explants (Fig. 4-B,C) shows the uptake of one spore by a subpleural CX3CR1"
DC. The cell captured a spore through ‘balloon-body ’-like shape extension as previously described in the gut!!.

Dynamic confocal imaging was then performed on a lung slice from a CX3CR1"#® mouse, from 3 hours up to 5 hours
post infection. Fig. 4-E shows time-series. This time series is cropped from a larger image visible in Fig. 4-D. This series
clearly showed a CX3CR1" DC moving toward an isolated B. anthracis spore and taking it up. This uptake process is
achieved in less than 3 minutes between minute 15 and minute 18 in Fig. 4-D.
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Fig. 4

Figure 4: CX3CR1" cells are involved in B. anthracis spore uptake. Interactions between CX3CR1" cells and B. anthracis
spores stained with Alexa Fluor 647 (in red) in the lungs: (A) Without colocalized signal, scale bar = 20 um. (B-C)
Spore uptake by a CX3CR1" cell on a whole lung explant, scale bar = 10 pm. (D) Lung slice after i.t. injection of B.
anthracis spores. Grey dashed double lines may represent a bronchial epithelium. White dashed square is the ROI
showed in (E), scale bar = 40 um. (E) Time-lapse imaging of a spore uptake (open white arrow) by a dendritic
CX3CR1" cell (full white arrow) on a lung slice 3h30 after i.t. infection. Scale bar = 20 um, 3 min between each
frames.

4. DISCUSSION

Our results demonstrate the complementary interests of confocal and 2PEF imaging in lung immune system analysis. We
analyse here for the first time some functional aspects of the CX3CR1-DC such as their topographic distribution in the
lung, their capacity to be activated after an inflammatory signal, and finally to sample efficiently the environment. The
lung represents a very inhospitable environment for microscopic analysis, as it is very fragile, filed with air that diffuses
light. We circumvented some issues by using tissue slices that could be maintained under physiological conditions for a
dynamic analysis. Our work illustrates the fact that imaging of immune pulmonary cells can be performed ex vivo either
in a whole lung explant or in a lung slice, deciphering different aspects of CX3CR1-DC physiology. Alveoli imaging can
be performed using alternatively CMTMR staining or autofluorescence or SHG detection. CMTMR is not devoid of any
toxic activity damageable for dynamic analysis and the autofluorescence signal generation needs high intensity excitation
laser radiation, which may reveal damageable for the tissues. In our experiments, SHG then appears to be the best alveoli
imaging method, providing the best compromise between specific details of cell-tissue architecture analysis and
functional damages.

Our protocol on lung slices allows dynamic imaging for up to 5 hours after lung harvest. LPS intratracheal injection, as a
model of inflammatory conditions, leads to a dramatic increase of CX3CR1" cell velocity (Fig. 3-B), providing evidence

SPIE-OSA/ Vol. 8086 808618-7

Downloaded from SPIE Digital Library on 30 May 2012 to 193.48.255.141. Terms of Use: http://spiedl.org/terms



that this population is involved in fighting immune aggressions in the lungs. As shown in another study on tracheal DCs,
it remains to be shown how the activation signal is delivered to the DCs, by direct interaction, or after indirect epithelial
cell activation'?. After inhalation, non-motile micrometric particles such as B. anthracis spores are distributed along the
whole respiratory tract from upper airway into lower airways and alveoli through bronchi, bronchioles. Spores stay
trapped in the alveolus environment where they stay confined, not being able to intrude through the alveolar epithelium
by themselves. Parenchymal CX3CR1-DCs are involved in the uptake of pathogens confined in alveoli, while bronchial
CX3CRI1-DCs deal with pathogens present right beneath the bronchial surface, as suggested by Fig. 4-D where the
anisotropy in the distribution of CX3CR1" cells (dendritic shaped CX3CRI1" cells between the grey double dashed line
and round shaped CX3CR1" outside) gives a hint according to which the capture visible in Fig. 4-E would occur on a
bronchiole surface. The subpleural CX3CR1-DCs are probably involved in both parenchymal (as shown in Fig. 4-B,C)
and pleural sampling and defence against infection.

This work illustrates the feasibility of our ex vivo lung imaging protocol herein described as a powerful way to study the
kinetic of an immune cell subset and as an alternative technique to high-quality in vivo lung imaging, which does not
provide until now a sufficient resolution to characterize cell-pathogen interaction.
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Abstract

NK cells are important immune effectors for preventing microbial invasion and dissemination, through natural cytotoxicity
and cytokine secretion. Bacillus anthracis spores can efficiently drive IFN-y production by NK cells. The present study
provides insights into the mechanisms of cytokine and cellular signaling that underlie the process of NK-cell activation by B.
anthracis and the bacterial strategies to subvert and evade this response. Infection with non-toxigenic encapsulated B.
anthracis induced recruitment of NK cells and macrophages into the mouse draining lymph node. Production of edema (ET)
or lethal (LT) toxin during infection impaired this cellular recruitment. NK cell depletion led to accelerated systemic bacterial
dissemination. IFN-y production by NK cells in response to B. anthracis spores was: i) contact-dependent through RAE-1-
NKG2D interaction with macrophages; ii) IL-12, IL-18, and IL-15-dependent, where IL-12 played a key role and regulated
both NK cell and macrophage activation; and iii) required IL-18 for only an initial short time window. B. anthracis toxins
subverted both NK cell essential functions. ET and LT disrupted IFN-y production through different mechanisms. LT acted
both on macrophages and NK cells, whereas ET mainly affected macrophages and did not alter NK cell capacity of IFN-y
secretion. In contrast, ET and LT inhibited the natural cytotoxicity function of NK cells, both in vitro and in vivo. The
subverting action of ET thus led to dissociation in NK cell function and blocked natural cytotoxicity without affecting IFN-y
secretion. The high efficiency of this process stresses the impact that this toxin may exert in anthrax pathogenesis, and
highlights a potential usefulness for controlling excessive cytotoxic responses in immunopathological diseases. Our findings
therefore exemplify the delicate balance between bacterial stimulation and evasion strategies. This highlights the potential
implication of the crosstalk between host innate defences and B. anthracis in initial anthrax control mechanisms.
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blood as well as in peripheral nonlymphoid tissues and secondary
lymphoid organs [1]. In early host responses, NK cells exert two
principal functions: secretion of a range of cytokines and natural
cytotoxicity. Among secreted cytokines, IFN-y plays a key role in

Introduction

NK cells are immune cells that do not need prior exposure to
antigen to exert their functions. Their receptors are germline

encoded and do not require somatic gene rearrangements. These
receptors recognise an array of self-molecules through highly
specific mechanisms. The functions of NK cells are regulated
through a delicate balance between activating and inhibitory
receptors. Although NK' cells are traditionally considered as
belonging to the innate immune system, a number of recent
reports have shown that NK cell education can occur, leading to
an expansion of pathogen-specific cells and generation of
‘memory’ cells [1]. NK cells perform a surveillance task and react
to transformed, stressed, and virally infected cells. They represent
a first-line of defence against cancer and pathogen invasion.

NK cells are important immune effectors for preventing
microbial invasion and dissemination [1]. They are found in
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enhancing immune responses, in particular by modulating
macrophage activation [2]. NK-cell activation is readily induced
during viral and bacterial infections and requires cytokine and
receptor signals that are delivered by myeloid cells [3-5], such as
IFN-o/B [6], IL-12 [7], IL-15 [6] and IL-18 [8]. Apart from a
potential role in polymicrobial sepsis [9], NK-cell implication
during bacterial infections has been studied in few models, mainly
of intracellular bacteria (Mycobacterium sp., Listeria monocytogenes,
Salmonella enterica serovar Typhimurium) [5]. Among the extracellular
bacteria, Staphylococcus aureus and the anaerobe Lactobacillus johnsonii
have been reported to stimulate NK cells [5].

Spores of the extracellular bacterial pathogen Bacillus anthracis
can efficiently drive IFN-y production in large amounts by NK
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Author Summary

NK cells are important immune effectors that perform a
surveillance task and react to transformed, stressed, and
virally infected cells. They represent a first-line defence
against cancer and pathogen invasion. Different patho-
gens trigger distinct NK-cell activation pathways. The
Bacillus anthracis spore is the highly resistant form that
enters the host and provokes anthrax. This microbe Kkills
through a combination of acute bacterial infection and
devastating toxemia. In the present study, we characterise
the crosstalk between NK cells and spores, as well as the
strategies used by B. anthracis to evade initial control
mechanisms and impact anthrax pathogenesis. Our
findings exemplify the spores’ property to efficiently drive
a high production of IFN-y by NK cells, as well as the
complex pathways used for activation which require both
cytokine and cellular signaling. B. anthracis subverts this
response through its toxins by paralysing essential NK cell
functions. Furthermore, edema toxin from B. anthracis
blocks natural cytotoxicity without affecting IFN-y secre-
tion. The CyaA toxin of Bordetella pertussis possesses the
same enzymatic activity and has a similar effect. The high
efficiency of these toxins in blocking cytotoxicity in vivo
implies possible exploitation of their subverting activity to
modulate excessive cytotoxic responses in immunopath-
ological diseases.

cells [10]. The spore is the infectious bacterial form that first
interacts with the host, thereby eliciting the earliest host defences
against infection. The innate immune response was originally
considered as a non-specific response characterized by engulfment
and digestion of microorganisms and foreign substances by
phagocytic cells. However, innate immunity does show consider-
able specificity through the activation of different signaling
pathways associated with different Toll-like receptors (TLRs) that
recognise different pathogen-associated molecular patterns. Acti-
vation of TLRs thus results in different biological responses
depending on the pathogen. NK cell activation induced by the B.
anthracis spore is independent of TLR2, TLR4, and TLR7 [10]
and is probably dependent on multiple receptor engagement due
to the complex nature of the spore. The downstream signaling
pathways nevertheless implicate the adaptor molecule MyD88
[10]. Among the primary effector cells of innate immunity to
intervene at the portal of B. anthracis entry, macrophages have been
implicated in two contrasting processes: (i) the initiation of
infection by playing a role in spore germination [11] and spore
dissemination [12], and (ii) the control of infection through spore
phagocytosis and destruction [11,13,14]. Neutrophils are recruited
in the first hours of infection and are involved in the early control
of infection [14,15]. Lung dendritic cells (DCs) play a pivotal role
in spore uptake and promote dissemination of spores from the
alveolar space into the draining lymph nodes [14].

Many of the symptoms of systemic anthrax can be attributed to
the subversive effects of a poly-y-D-glutamic capsule and toxins.
Anthrax toxins suppress the immune defences of the host by
targeting cells of innate and adaptive immunity. B. anthracis thus
completely evades almost all of the key players responsible for
efficient host protection. B. anthracis toxins are made up of three
secreted proteins, protective antigen (PA), edema factor (EF; a
calmodulin-dependent adenylate cyclase that increases intracellu-
lar concentrations of cAMP in host cells [16]) and lethal factor (LF;
a zinc-dependent metalloprotease which cleaves the N-terminal
region of mitogen-activated protein kinase kinases [MAPKKs]
[17]). Functionally, the combination of PA with EF or LF forms
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edema toxin (ET) or lethal toxin (L'T) respectively [18,19]. LT kills
or inactivates monocytes, macrophages, and neutrophils [14]
whereas ET disrupts cytokine networks in monocytes [14], and
reduces macrophage migration [14]. Both LT and ET impair
neutrophil actin-based motility, resulting in paralysis of PMN
[14,20]. Anthrax toxins impair activation and
maturation of DCs, thus blocking the initiation of adaptive
immunity [21,22]. LT disrupts TCR signaling in CD1d-restricted
NKT cells, leading to functional unresponsiveness [23]. L'T also
severely reduces B-cell proliferation, impairs immunoglobulin
production [24], and blocks MAPKK-dependent cytokine pro-
duction in CD4+ T cells [25,26]. Furthermore, E'T reduces T-cell
migration [14] and disrupts T-cell function [14]. Anthrax toxins
are therefore involved in mediating immune evasion of the
bacterium by interfering with the innate and adaptive immune
responses.

NK cells are pivotal in the first-line of innate defence, serving as
a functional bridge between innate and acquired immunity. To
our knowledge, their role during B. anthracis infection has yet to be
addressed. The present study aimed to characterise the mecha-
nisms of NK-cell activation by B. anthracis spores, the strategies
employed by the bacteria to subvert and evade this response
through toxin secretion. We also aimed to identify the relevance of
these processes for controlling B. anthracis infection. Relatively few
studies have linked specific cytokines with protection against B.
anthracis. However, IFN-y increases the ability of macrophages to
resist destruction by B. anthracis and to kill the bacteria [27] and we
have shown that sensitivity to B. anthracis infection was partially
dependent on IFN-y [28]. As NK cells are the main innate
immune cells to produce IFN-y, we focused our study on these
novel cellular targets of anthrax toxins in the context of the
complex heterocellular interactions induced by B. anthracis spores.

chemotaxis

Results

B. anthracis spores activate NK cells through accessory-
cell- and contact-dependent interactions

B. anthracis spores induce naive spleen cells to secrete large
amounts of IFN-y. This phenomenon depends upon the
interactions between CD49b" cells and accessory cells from the
CD49b-negative fraction (Figure 1A). Depletion of CD49b" cells
led to a significant 6.5-fold decrease of IFN-y production
(Figure 1A). Direct stimulation of purified CD49b* cells with
spores did not induce IFN-y secretion. However, co-culture of
positively selected CD49b cells with CD49b-negative splenocytes
restored IFN-y production upon spore stimulation (Figure 1A).

As our study was focused on spore components as the initial
stimuli of the innate immune system, spores needed to be
inactivated and prevented from germinating and developing into
vegetative bacilli. Different means of inactivation (i.e. heat-
inactivation, germination-deficient spores, and live spores in the
presence of antibiotics) did not modify the extent of IFN-y
induction when compared with formaldehyde inactivation
(Figure 1B). Spores of the phylogenetically distant B. subtilis gave
rise only to a modest IFN-y production, demonstrating that B.
anthracts spore components are more efficient in inducing IFN-y
production than those of B. subtilis. Latex beads of comparable size
as B. anthracis spores were ineffective in stimulating IFN-y secretion
by splenocytes, indicating that phagocytosis of inert particles alone
was not sufficient and that B. anthracis spores were central for this
response.

Similarly, stimulation with spores of positively selected CD49b
cells with bone-marrow derived macrophages (BMDMs) resulted
in a strong induction of IFN-y secretion (Figure 1C) and activation
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Figure 1. Contact dependence of NK cell activation by B. anthracis spores. C57BL/6 splenocytes, either unsorted (A and B), fractionated with
anti-CD49b magnetic beads (A), or purified CD49b™ spleen cells cocultured with BMDMs (C) were stimulated with formaldehyde-inactivated spores
(FIS), or (B) with heat-inactivated spores (HKS), live spores in the presence of antibiotics, a germination-deficient strain, formaldehyde-inactivated
B.subtilis spores or latex beads; (C) the NKG2D receptor was neutralized, or the CD49b" cells and BMDMs were separated in a Transwell system. IFN-y
concentrations were determined in the supernatants by ELISA as described in Materials and Methods. Results shown are the mean = SD for triplicate
cultures representative of at least three experiments. (D) FACS analysis of surface CD69 and intracellular IFN-y expression in spore-stimulated CD49b*
cells in the presence of BMDMs (see Figure S1A for gating strategy and controls); percentage for each positive cell population shown in the upper
right quadrant of each dot plot; data representative of three independent experiments; the mean fold increase was 8.4+0.7 and 12.4+5 for CD69 and
IFN-y expression respectively; (E) CD49b" cells from NKT-deficient CD1d™’~ mice stimulated with FIS in the presence of BMDMs from WT C57BL/6
mice produce similar amounts of IFN-y than WT C57BL/6 mice; (F) same experimental conditions as in (C) with neutralization of NKG2D and/or RAE-1.
(G) FACS analysis of RAE-1 surface expression on FIS-stimulated BMDMs and effect of incubation with ET and LT; mean fluorescence intensity of the
positive peak (upper left corner) and percentage of the positive cell population are shown in each dot plot. Isotype-matched controls Abs were used
for each staining combination (filled histogram). Data are representative of at least three independent experiments giving similar results. Significant
differences between experimental conditions are indicated with asterisks (t test; *, P<<0.05; **, P<<0.01).

doi:10.1371/journal.ppat.1002481.g001

of CD49b" cells (Figure 1D); ie. a 7.3-fold upregulation of the
leukocyte early activation marker CD69 and a 32-fold increase of
intracellular IFN-y positive cells (Figure 1D and SI1A). Stimulation
of isolated CD49b™ cells or BMDMs by spores did not result in
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IFN-vy secretion (Figure 1C), nor did it change basal expression of
CD69 or intracellular IFN-y (Figure 1D). IFN-y secretion by
CD49b* cells from NKT-deficient CD1d™"~ mice [29,30] was
similar to that by CD49b™ wild-type cells when co-cultured with
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spore-stimulated wild-type BMDMs (Figure 1E). This strongly
suggests that NK cells were the main source of IFN-y production
in this bacterial system.

NK-cell activity is regulated by both contact-dependent and
soluble signals. Direct contact between BMDMs and NK cells was
necessary for NK cell activation as: (i) conditioned medium from
spore-stimulated BMDMs did not elicit IFN-y secretion
(Figure 1C); and (ii) physical separation of purified NK cells and
BMDMs in compartments of transwell plates did not lead to IFN-y
secretion, even if stimulation with the spores was effected in both
compartments (Figure 1C). The activating receptor, NKG2D,
elicits cytokine production by NK cells [31,32]. The present study
also implicated the NKG2D receptor in the interaction between
NK cells and spore-stimulated BMDMs as addition of neutralizing
antibody for the NKG2D receptor decreased IFN-y production
(Figure 1C and 1F). Similarly, neutralizing antibody for RAE-1 —
one of the NKG2D ligands— partially inhibited IFN-y production
and co-neutralization of NKG2D and RAE-1 led to a greater
reduction (Figure 1F). Finally, stimulation of BMDMs with B.
anthracts spores resulted in an approximately 19-fold upregulation
of RAE-1 expression compared with non-stimulated BMDMs
(Figure 1G). The activating receptor NKp46 was not involved as
its neutralization did not modify IFN-y secretion induced by
spores (Figure S1B).

Taken together, these results indicate that NK cell activation
and IFN-y production in response to B. anthracis spores are
dependent on an accessory cell, are contact-dependent, and occur
through RAE-1-NKG2D interaction.

Functional relationship between IL-12 and IL-18 during
stimulation by B. anthracis spores

Stimulation of BMDMs with B. anthracts spores induced
secretion of IL-12 (Figure 2A). Neutralization of IL-18 or blocking
the IL-15Ra receptor did not alter IL-12 secretion. Macrophage-
secreted IL-12 appeared to play a key role in NK-cell activation by
B. anthracis spores as: (i) IL-12 neutralizing antibodies abolished
IFN-y secretion both in splenocytes and co-cultured BMDMs/
purified NK cells (Figure 2B), and (ii) stimulation of splenocytes
from IL-12777 and IL-12 R™/" mice did not elicit TFN-y
production (Figure 2C). Furthermore, absence of IL.-12 secretion
by spore-stimulated BMDMs from TL-127/~ mice did not induce
IFN-vy secretion by wild-type NK cells (Figure 2D).

However, NK cells from TL-12R™/" mice were weakly
activated by spore-stimulated wild-type BMDMs (Figure 2E),
indicating that other signals besides IL-12 were able to activate
NK cells. This low amount of IFN-y production was completely
abolished by the addition of neutralizing antibody for IL-18
(Figure 2E). Thus, in the absence of IL-12 signaling, IL-18
becomes essential for the induction of IFN-y. This was
experimentally confirmed by the addition of IL-18 neutralizing
antibodies, which significantly decreased spore-induced IFN-y
production by wild-type splenocytes or co-cultured BMDMSs and
purified NK cells (Figure 2B). Expression of the IL-12 receptor by
BMDM:s was also important for full NK cell activation in response
to spores; IFN-y production by wild-type NK was significantly
lower with spore-stimulated BMDMs from IL-12R™/~ mice
compared with their wild-type counterparts (Figure 2D). This
finding implies a positive feedback of IL-12 and its important role
in influencing the stimulatory capacities of macrophages.

Blocking the IL-15Ra receptor led to a partial but significant
inhibition of IFN-y production in both spore-stimulated spleno-
cytes and purified NK cells co-cultured with BMDMs (Figure 2B).
Finally, simultaneous neutralization of IL-18 and IL-15 strongly
decreased IFN-y production (Figure 2B). This indicates that IL-12-
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induced IFN-y production depends upon IL-18 and IL-15 and
suggests a synergistic mechanism of action of IL-12 with IL-18
and/or IL-15. As mentioned above, inhibition of IFN-y
production by IL-18 or/and IL-15 neutralizing antibodies was
not associated with a decrease in IL-12 secretion (Figure 2A). The
hypothesis that IL-18 or IL-15 are necessary for optimal IL-12
secretion by spore-stimulated BMDMs can therefore be excluded.
Of the other cytokines tested, TNF-o, IFN-o, IFN-f, and IL-10
were not involved in the stimulation of IFN-y secretion, as their
neutralization did not interfere with IFN-y secretion (Figure S1B).

IL-18 is stored in internal cellular compartments as a precursor
and can rapidly be secreted through caspase-1 activation whereas
IL-12 needs to be synthesized before secretion. To explore
whether IL-18 is secreted earlier than IL-12 in spore-induced
macrophage activation and NK cell IFN-y production, we
determined whether short-term priming with IL-18 or IL-12 was
sufficient to achieve full activation of NK cells during stimulation
with B. anthracis spores. A 4-h priming of splenocytes with 1L.-18
before spore stimulation followed by neutralization of IL-18 for the
remaining incubation period with spores was sufficient to reach
similar concentrations of IFN-vy to those obtained in the absence of
IL-18 neutralization. In contrast, IL.-18 neutralization for the
entire length of spore-incubation significantly decreased IFN-y
production (Figure 2F). However, similar short-term priming with
IL-12, followed by neutralization of IL-12 for the remaining
incubation period with spores, only partially restored the IFN-y
response compared with spore-incubation without IL-12 neutral-
ization (Figure 2F). Thus B. anthracis spores induce 11-18 signaling
as a primary event that probably synergizes with IL-12 signaling
which needs to be effective for a longer period to activate IFN-y
secretion by NK cells. Both IL-12 and IL-18 are therefore essential
for IFN-vy production by NK cells in response to B. anthracis spores.

Spore recognition by macrophages triggers downstream signal-
ing pathways that are dependent on MyD88, an adapter protein
essential not only for the induction of inflammatory cytokines
triggered by TLRs, but also for signaling downstream to 11.-18 and
IL-1 receptors. Splenocytes from MyD88-deficient mice cannot
produce IFN-y in response to B. anthracis spores [10]. To identify
the cells on which the MyD88 adapter protein is required, we
performed mixed experiments co-culturing macrophages and NK
cells from WT or MyD88-deficient mice. NK cells deficient in
MyD88 did not produce IFN-vy; this is most likely due to the defect
in IL-18 downstream signaling as I1.-18 is central in this system of
NK' cell activation (Figure 2G). Macrophages from MyD88-
deficient mice were also impaired in their capacity to help NK cells
to produce IFN-y following spore stimulation. IL-12 production
was strongly decreased (Figure 2H, left panel), thus inhibiting IFN-
v production (Figure 2H, right panel). These results demonstrate
that MyD88 is implicated both in the macrophage —through
recognition of B. anthracis spores by yet to be characterised
pathogen pattern-based receptors— and in the NK cells —
through activation of the IL-18 signaling pathway.

Dissociation of NK cell functions by ET versus global
inhibition by LT

As B. anthracis toxins secreted by the nascent bacilli upon spore
germination could subvert the innate immune response to spores
at the initial step of infection, the effects of toxins on spore-induced
IFN-y production were evaluated.

The toxins interfered with contact-dependent signaling, as the
spore-induced increase in RAE-1 expression on BMDMs was
efficiently downregulated by ET or LT-treatment (Figure 1G).

The toxins also impaired cytokine-dependent signaling. LT
disrupted the ability of splenocytes stimulated with B. anthracis
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Figure 2. Network of cytokine dependence of NK cell activation by B. anthracis spores. Effect of neutralization of IL-12, IL-18 or IL-15Ra on
(A) IL-12p40/p70 concentration in culture supernatants of FIS-stimulated BMDMs or (B) IFN-y production by splenocytes (SPL; left panel), or purified
CD49b* cells co-cultured with BMDM:s (right panel). (C) Splenocytes (SPL) from wild-type (WT), IL-12R™/~ or IL-127/~ C57BL/6 mice were stimulated
with FIS, or ConA as a positive control. (D) CD49b™ cells from WT C57BL/6 mice were co-cultured with BMDMs from IL-12R™~ or IL-127/~ C57BL/6
mice in the presence of FIS. (E) CD49b" cells from WT or IL-12R™/~ C57BL/6 mice were co-cultured with BMDMs from WT C57BL/6 mice in the
presence of FIS with or without IL-18 neutralizing antibody. (F) Effect of short-term priming with IL-12 or IL-18 on spore-stimulation of splenocytes;
corresponding cytokine neutralization was maintained for the remainder of the assay. (G) Purified CD49b" cells from WT or MyD88 '~ C57BL/6 mice
were co-cultured with BMDMs from WT C57BL/6 in the presence of FIS. (H) Purified CD49b™ cells from C57BL/6 WT mice were co-cultured with
BMDMs from WT or MyD88 ™/~ C57BL/6 mice in the presence of FIS; IL-12 (left panel), or IFN-y (right panel) production. For all experiments with
purified CD49b™ cells, no IFN-y was detected after direct stimulation with spores (D, E, G, H; data not shown). For all experiments, values are mean +
SD for at least three measurements and are representative of at least three independent experiments. Significant differences between experimental
conditions are indicated with asterisks (t test; *, P<<0.05; **, P<<0.01).

doi:10.1371/journal.ppat.1002481.g002

spores to produce both IL-12 and IFN-y, in a dose-dependent production (Figure 4A and 4B; PA only) and rapid phosphoryla-
manner (Figure 3A and 3B); doses as low as 1 ng/ml and 0.1 ng/ tion of p38, ERKI1/2, and JNK MAPK (Figure 4C). IFN-y
ml, respectively, significantly inhibited IL-12 and IFN-y secretion. secretion by IL-12/1L-18-stimulated purified NK cells was totally
The addition of IL-12 or IL-18 did not restore LT-inhibited IFN-y inhibited with LT in a dose-dependent manner (Figure 4A);

secretion (Figure 3C). Cell viability was unaffected (Figure S1C). statistically significant inhibition was observed from doses as low as
These results suggest that L'T blocks the NK cell response to IFN-y 1 ng/ml in these conditions of strong stimulation. LT inhibited
inducing stimuli by interfering with IL-12 and IL-18 signaling. p38, ERK1/2, and JNK MAPK phosphorylation (Figure 4C). The

To explore the direct effects of LT on NK cells and the viability of NK cells was unaffected by L'T' treatment, even at the
mechanisms of inhibition of IFN-y production by L'T, purified NK highest dose of 100 ng/ml over the 18 h culture period
cells were co-stimulated with IL-12 and IL-18 in the absence of (Figure 4D). Assessment of metabolic activity using the MTS
accessory cells. As expected [33], this resulted in abundant IFN-y assay (which measures the activity of mitochondrial deshydro-
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Figure 3. Differential inhibition by ET and LT of the spore-induced IL-12 and IFN-y production by splenocytes. IL-12p40/p70 (A) and
IFN-y (B) production by splenocytes pre-incubated for 1 h with PA and increasing concentrations of LF or EF; spore stimulation was then performed
as in Figure 1A in the presence of toxins. (C) Similar incubation conditions as in (A,B) with either addition of rlL-18 or rlL-12p70, or IL-12
neutralization. The data represent mean cytokine concentrations of triplicates in culture supernatants (= SD) representative of three independent
experiments. T test; *, P<<0.05 compared with the group incubated with FIS without toxins.

doi:10.1371/journal.ppat.1002481.g003

genases) showed a reduction at 1 ng/ml and reached a plateau
from 10 ng/ml with a circa 50% decrease (Figure 4D). Metabolic
activity was thus low in LT-treated NK cells, whereas viability was
maintained.

NK cells possess a dual function, cytokine secretion and natural
cytotoxicity towards specific targets [1]. We determined whether
LT could also alter the cytotoxic activity of NK cells. LT
significantly reduced the ability of NK cells to kill the mouse YAC-
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1 lymphoma target cell i vitro (Figure 5A). Thus, our results show
that NK cells are highly sensitive to L'T subverting both functions,
leading to a strong inhibition of cytokine secretion and natural
cytotoxicity.

Similarly, E'T disrupted the ability of splenocytes stimulated
with B. anthracis spores to produce both IL-12 and IFN-v in a dose-
dependent manner (Figure 3A and 3B). A dose of 10 pg/ml
significantly inhibited both IL-12 and IFN-y secretion, whereas the
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doi:10.1371/journal.ppat.1002481.g004

basal secretion IL-12 was not inhibited (Figure 3A). The addition
of IL-12 during spore stimulation did not restore the IFN-y
secretion (Figure 3C). In contrast, the E'T-mediated inhibition was
reversed by addition of IL-18 (Figure 3C). This was related to the
persistence of a basal IL-12 secretion, as addition of neutralizing
antibodies for IL-12 abolished restoration of IFN-y production by
recombinant IL-18 (Figure 3C). These results strongly suggest that
ET blocked IFN-y production by acting mainly on macrophages,
as NK cells were still functional and able to secrete IFN-y.

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

To explore in detail the direct effects of ET on IFN-y secretion
inhibition in NK cells, ILL12/18-stimulated purified NK cells were
exposed to graded doses of ET in the absence of accessory cells.
ET did not inhibit IFN-y production at doses up to 100 ng/ml,
and only slightly at the high dose of 1 pg/ml (Figure 4B), despite
expression of adenylate cyclase activity, detected by a marked
increase in intracellular cAMP (2.8-fold higher than in untreated
IL-12/1L-18-stimulated purified NK cells) (Figure 4E). In contrast,
E'T significantly reduced the ability of NK cells to kill the YAC-1
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doi:10.1371/journal.ppat.1002481.g005

target cells i vitro, exhibiting an even stronger inhibition capacity
when compared with the effects of a similar dose of L'T' (Figure 5A).

The above results show that: (i) ET and LT similarly disrupt
IFN-y production by spore-stimulated splenocytes, but the
mechanism of inhibition is different for each toxin; LT acts both
on macrophages and NK cells, whereas ET acts on macrophages,
and (ii) both ET and LT directly alter the innate ability of NK cells
to exert their natural cytotoxicity function.

During anthrax infection, B. anthracis toxins are present in the
infected tissues and circulate in the host vascular system. To
evaluate the functional consequences on the natural cytotoxic
activity of NK cells i vivo, we exploited an i vivo model of NK cell
cytototoxic activity relying on the capacity of NK cells to recognise
and eliminate MHC class I-deficient cells. Equal ratios of MHC
class I-deficient splenocytes (from C57BL/6 B2m /", high CFSE
labeling) and wild-type C57BL/6 MHC class I-expressing
splenocytes (low CFSE labeling) (Figure 5B; “injected mix”) were
injected intravenously into syngeneic wild-type C57BL/6 mice.
The elimination of the MHC class I-deficient B2m ™"~ cells was
quantified in the spleen relative to the MHC class I-expressing
cells [34]. In this in vivo model, MHC class I-deficient f2m~"~
cells are rapidly eliminated 16-24 h following adoptive transfer,
through the natural cytotoxicity function of NK cells (Figure 5B
and 5C; non-treated; cytotoxicity of 94%). As controls, i vivo
activation of NK cells by injection of the classical NK cell cytotoxic
activator poly:(IC) [35] led to climination of the MHC class I-
deficient cells (CFSE high) (Figure 5B). In contrast, i vivo depletion
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of NK cells led to persistence of MHC class I-deficient cells
(Figure 5B).

Pretreatment of mice with ET (EF+PA) by intravenous
inoculation drastically inhibited clearance of the MHC class I-
deficient cells (CFSE high) (Figure 5B and 5C; remaining
cytotoxicity of 27%). This effect was related to the adenylate
cyclase activity of EF, as the Bordetella pertussis toxin CyaA, which
has a similar enzymatic activity, also inhibited the elimination of
the MHC class I-deficient cells (Figure 5B). EF, LF or PA alone,
and a mutated enzymatically inactive CyaA did not modify the
capacity of NK cells to specifically eliminate the MHC class I-
deficient cells (Figure 5B and S1D). L'T (LF+PA) also decreased
MHC class I-deficient cell clearance, albeit to a lesser extent
(Figure 5B; remaining cytotoxicity of 51%). These results
demonstrate the high efficiency of B. anthracis toxins, especially
ET, in impairing the natural cytotoxicity of NK cells i vivo.

CD49b™ and F4/80" cells are rapidly recruited to the
draining lymph nodes upon infection with B. anthracis
NK cells patrol the host tissues to detect and react to any danger
signal. No data are available on their involvement during B.
anthracts infection. We therefore visualised i wviwo NK  cell
recruitment into the initial infectious foci and the draining lymph
node. Biphotonic imaging was performed on the infected ear of
mice after inoculation with spores of an encapsulated toxin-
deficient B. anthracis strain (due to confinement restrictions, these
experiments could not be performed with encapsulated toxin-
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Figure 6. Recruitment and role of NK cells during B. anthracis infection and impact of /n vivo toxin production. (A) Circulating NK cells
5 h post-inoculation, viewed by biphoton imaging; dermal collagen in blue (SHG), vascular flow in red (rhodamine B) and NK cells in green (CFSE);
scale bar=20 pum; time-scale in milliseconds indicated on each image. (B) Adherent, then rolling NK cell 5 h post-inoculation; scale bar=20 um; time-
scale in seconds indicated on each image. (C) Extravasated NK cells at 18 h post-inoculation; scale bar=10 um (top), 40 um (bottom). (D)
Subcapsular NK cell in the cervical lymph node draining the infected ear 18 h post-inoculation; NK cells in green (CFSE) and capsular collagen in blue
(SHG); scale bar=20 um. Data representative of 3 mice. (E) Absolute numbers of CD49b™ (left panel) and F4/80" cells (right panel) in the cervical
lymph node draining the site of cutaneous infection with spores of the 9602P(PA—EF+LF+), 9602L(PA+EF+LF—), 9602C(PA+EF —LF+) strains 24 h
post-inoculation (2.91%0.03 log;o CFU per mouse). Controls were injected with PBS. Each symbol represents the value for an individual mouse;
horizontal lines indicate the mean value for each group. Data are pooled from two independent experiments. T test; **P<<0,01 as compared with the
9602P-injected group. (F) In vivo effect of NK cell depletion on systemic bacterial dissemination in the spleen. Bacterial load was determined 18 h
after infection into the ear with spores of the 9602P strain (3.05+0.29 log,, CFU per mouse). Data are pooled from two independent experiments.
T test; *, P<<0.05; **, P<<0,01 as compared with the non-treated group.

doi:10.1371/journal.ppat.1002481.g006
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secreting strains); visualisation of the NK cells was carried out
through intravenous adoptive transfer of CFSE-labeled purified
NK cells in mice whose blood vascular system was labeled through
injection of dextran-rhodamine (Figure 6A-D). During the first
5 h of infection, NK cells were observed circulating in the ear
capillaries (#20 um diameter) in both infected and control cars
(Figure 6A). Occasionally, long-term (more than 6 sec) interaction
of NK cells with the capillary endothelium could be observed in
the infected ear (Figure 6B). At 24 h of infection, NK cells were
observed in the infected ear tissue, outside the vascular bed in the
collagen-rich tissue (as visualised in blue by the second harmonic),
either close to the vascular lining (Figure 6C, top), or at a distance
(Figure 6C, bottom). At this time of infection, NK cells began to be
observed in the capsular sinus of the draining lymph nodes
(Figure 6D). Thus, infection with spores of B. anthracis triggers
recruitment of NK cells into the local site of infection and further
migration into the subcapsular sinus of the draining lymph node,
where these cells could exert their functions.

We then determine the early i vivo impact of toxin secretion by
nascent bacilli on the local NK cell response. To this end, we
characterised the recruitment of NK cells and macrophages into
the draining lymph node at 24 h of infection with the encapsulated
toxin-deficient B. anthracts strain, and its encapsulated derivatives
expressing cither ET or LT (Figure 6E). The total number of
lymphoid cells and the percentage of F4/80" cells and CD49b"
cells was increased in the draining lymph node of the encapsulated
toxin-less infected mice, compared with the lymph node from
PBS-injected mice (data not shown). Compared with an uninfected
lymph node, the absolute number of CD49b" cells (Figure 6E, left
panel) and F4/80% cells (Figure 6F, right panel) in the infected
draining lymph nodes significantly increased by nine-fold and six-
fold respectively; p<<0.01). Production of either ET or L'T during
infection with the encapsulated strains 9602L(EF+PA+) or
9602C(LF+PA+) led to a significant decrease in the number of
CD49b" and F4/80" cells in the infected lymph node, as
compared with lymph nodes from mice infected with the
encapsulated toxin-deficient strain (Figure 6E; p<<0.01). These
results clearly indicate that infection with B. anthracis spores is
recognized by the innate immune system, leading to ecarly
recruitment of NK cells into the cutaneous tissue, and recruitment
of NK cells and macrophages into the draining lymph node.
Through the action of its toxins, B. anthracts blocked recruitment of
both NK cells and macrophages.

To define the role of NK cells in B. anthracis infection, the effect
of in vivo NK cell depletion was characterised. Accelerated systemic
dissemination of the bacteria from the site of infection was
observed, with early bacterial seeding of the spleen in NK-depleted
mice versus control infected mice (Figure 6F). This result
demonstrates the m vivo role of NK cells in controlling early B.
anthracis dissemination.

Discussion

In the present study, we have provided insight into the
mechanisms of cytokine and cellular signaling that enable B.
anthracts spores to efficiently drive IFN-y production by NK cells.
We also showed how B. anthracis toxins may allow the bacteria to
avoid immune clearance by altering cytokine production and
natural cytotoxicity.

The communication between NK cells and spore-activated
macrophages was both cytokine- and contact-dependent and
involved engagement of the NKG2D receptor. Our data indicate
that macrophage-derived cytokines alone, or direct stimulation of
NK cells by B. anthracis spores alone, are not sufficient to drive
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activation of NK cells, as assessed by CD69 and IFN-y expression.
Although IL-12 was secreted by spore-stimulated macrophages,
NK cell activation did not occur when cellular interactions
between NK cells and macrophages were prevented. Thus, cell-
cell contact was a critical factor in macrophage/NK-cell
interactions. Contact dependency involved at least engagement
of the activating NKG2D receptor with one of its main ligands on
the macrophage, RAE-1 [36], whose expression was upregulated
upon spore stimulation. Stimulation with various TLR agonists
leads to surface expression of RAE-1 on macrophages [37]. RAE-
1-NKG2D interactions contribute to IFN-y production and
provide a molecular mechanism by which NK cells and infected
macrophages communicate directly during an innate immune
response to infection [38]. The requirement for direct contact
between NK cells and macrophages for full NK cell activation
might in part also be a manifestation of the dependency of NK
cells on cytokine-mediated signals delivered when contact is
established. For example, delivery to NK cells of IL-15 and IL-18
produced by macrophages and dendritic cells occurs in a synaptic
manner, so that as soon as the cytokines are secreted, they are
captured by the secreting or target cell [39,40]. Secreted IL-15, for
example, 1s immediately bound by the IL-15 receptor-o expressed
on the surface of the accessory cells and is presented to NK cells in
a cell-contact dependent manner [41]. Similarly, IL-18 is delivered
to NK cells through cell contact with dendritic cells [39]. The IL-
12 receptor may also localise at the contact zone between NK cells
and macrophages [4], indicating that direct contact might be
pivotal for efficient delivery of IL-12 to NK cells [42]. Our data
are thus consistent with the strict contact-dependency of NK-cell
activation, as these three cytokines are induced under spore
stimulation and are strictly required for NK cell activation.

We demonstrated a predominant implication of IL-12 and IL-
18 in NK-cell activation by B. anthracis spores, and to a lesser
degree of IL-15; these cytokines were secreted by the spore-
stimulated macrophages. However, individually, IL-12, IL-15, and
IL-18 failed to induce effector responses in purified NK cells. IFN-
v production was almost abolished when both signals from IL-15
and IL-18 were simultancously absent. These observations
strongly suggest a synergistic mechanism of action of IL-12 with
IL-15 and/or IL-18. Endogenous IL-15 produced by LPS-
activated monocytes works in concert with IL-12 for optimal
IFN-y production by NK cells [43]. Several studies have shown
that IL-18 responsiveness is dependent upon IL-12 and vice versa
for T cells [44,45]. IL-12 and IL-18 are considered important
mediators of IFN-y production by NK cells and T lymphocytes
[46]. The molecular mechanism underlying the synergy between
IL-18 and IL-12 may be explained in part by reciprocal
modulation of cytokine receptor expression. Specifically, 1L-18
upregulates IL-12R expression [47], whereas IL-12 upregulates
expression of the IL-18R [48].

In our model, liberation of IL-18 was probably a primary event
in response to B. anthracis spores. Short-term pretreatment with IL-
18 prior to stimulation with spores fully restored IFN-y
production, even when IL-18 paracrine activity was later
neutralized. In contrast, IL-12 was required for a longer time
period to obtain full restoration of IFN-y secretion. This may
reflect differences in storage and delivery for these two cytokines.
IL-18 is stored as a biologically inactive precursor in secretory
organelles of the endolysosomal compartment and, upon stimu-
lation, can be rapidly released into the extracellular milieu after
cleavage by caspase-1 [49,50], whereas IL-12 needs to be
synthesised and secreted along the classical secretory pathway

[51].
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Finally, our data emphasise the key role of IL-12 which is
produced by spore-activated macrophages, and demonstrate that
it acts both on NK cells and macrophages. Absence of the IL-12
receptor on NK cells reveals the secondary key role of IL-18. For
macrophages, the absence of the IL-12 receptor greatly decreased
their capacity to provide the necessary accessory signals to NK
cells. Indeed, a general and critical role of IL-12 in potentiating the
accessory function of myecloid antigen presenting cells has been
suggested by Grohmann et al [52]. IL-12 is thus not only a
connective element between accessory cells and lymphocytes, but
also a key molecule for programming macrophage and dendritic-
cell functions [53,54].

We demonstrated that the inflammatory response induced by B.
anthracis spores requires MyD88-mediated signaling both on
macrophages and NK cells. MyD88 is an adaptor protein which
is essential for signaling downstream of many TLRs, and also of
IL-18 and IL-1 receptors [55]. MyD88-implication in the NK cell
response was thus expected, as IL-18 is crucial for NK cell
activation by B. anthracts spores. On the other hand, MyD88-
dependence of spore recognition by macrophages, leading to
deficient IL-12 secretion and, by way of consequence, absence of
NK' cell activation, shows that it is pathogen-pattern based.
However, the interactions between the components of the highly
complex spore particle and TLRs or related receptors still need to
be characterised in detail. Spore recognition most probably
involve several receptors; knocking-out one or more TLRs has
indeed been reported not to modify the biological response
observed, either @ vitro [10] or in vivo (Tod Merkel, personnal
communication).

IL-18 is a proinflammatory cytokine that belongs to the IL-1
cytokine family. IL-18 and IL-1 are related in terms of structure,
processing, receptor and signaling pathways [56]. Secretion of the
active form of both cytokines is dependent on caspase-1 activation
that is required for the processing of the IL-1 and IL-18 precursors.
Release of mature IL-18 depends on concomitant activation of
caspase-1 and TLR engagement by pathogen-derived agonists [56].
This suggests that spore recognition is able to deliver both activation
signals. IL-18 amplifies the innate immune response by inducing the
expression of cytokines and chemokines such as IL-1B, TNFo and
IL-8. The macrophage cytokine response could thus be triggered
both directly and indirectly by the spores.

B. anthracis toxins were highly efficient in subverting the innate
immune response, triggered by B. anthracis spores through
activation of macrophages and induction of IFN-y secretion by
NK cells. Even at very low doses, the toxins disrupted IFN-y
production by spore-stimulated splenocytes. They altered both
contact-dependent and cytokine-dependent signaling. Both toxins
reduced expression of RAE-1 on the surface of spore-stimulated
macrophages, thus decreasing signaling through the activating
receptor, NKG2D. Indeed, defects in the expression of RAE-1
molecules have been hypothesized to contribute to reduced NK
cell function [57]. The mechanisms of inhibitory action for each
toxin on cytokine secretion were different. LT targeted both
macrophages and NK cells, whereas ET blocked the macrophage
activating functions but did not affect the IFN-y secretion capacity
of NK cells. Impairment of IFN-y production by ET depended
mainly on inhibition of IL-18 production by macrophages, a
primary event in NK cell stimulation. Basal IL-12 secretion by
macrophages was not affected and was sufficient to drive normal
amounts of IFN-y secretion by NK cells when the external IL-18
concentration was restored.

A number of studies have addressed the effects of LT and ET on
cytokine secretion and their consequences on Immunity
[18,58,59]. While LT inactivation of MKK signaling pathways
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leads to almost invariable inhibition of the innate immune
response, ET-induced cAMP increase results in a complex
immunomodulatory effect. LT inhibits, whereas E'T differentially
regulates the release of pro-inflammatory cytokines in macro-
phages and DCs [22,60,61].

Our results on ET-induced IL-12 inhibition are consistent with
previous reports of an inhibitory effect of ET on macrophages and
DCs [22]. Of note is our observation that E'T has a dominant
effect on IL-18 secretion. Secretion of IL-18 by activated
macrophages depends on the protease caspase-1 that converts
the IL-18 precursor to the mature and biologically active cytokine
[62,63]. Caspase-1 activation is induced by B. anthracts spores and
has been suggested to play a critical role in host defences against B.
anthracts infection i vivo [64]. LT has also been reported to induce
caspase-1 activation which results in IL-1f and IL-18 intracellular
processing [64]. However, the release of these cytokines occurs as
a passive event, resulting from cell death and lysis [65].

NKT cells are a specialized subset of T' lymphocytes sharing
both T cell and NK cell markers with the capacity to recognise
microbial glycolipid antigens [66]. However, their modes of
recognition are distinct from NK cells and their functions are quite
different [67]. The effect of LT on NK'T cells has recently been
explored after stimulation with their classical cognate ligand, o-
galactosylceramide [23]. LT was reported to induce an anergy-like
unresponsiveness in NK'T' cells following stimulation via their T
cell receptor [23].

One of the best characterised functions of NK cells is their natural
cytotoxic activity against virus-infected cells or cells undergoing
tumor transformation [35]. The present study showed that both ET
and LT directly altered the innate ability of NK cells to exert their
natural cytotoxic function, both i vitro and, most importantly, i vivo.
Furthermore, ET exerted a much stronger inhibitory effect than
LT. EF -the enzymatic moiety of E'T- is an adenylate cyclase leading
to elevated concentrations of intracellular cAMP [16]. We
demonstrated that similar  vivo inhibition of the NK cell cytotoxic
activity was also induced by the CyaA toxin of Bordetella pertussis.
Thus, as a bacterial adenylate cyclase, CyaA toxin produces the
same end-effect z.e. increase of intracellular cAMP [68]. These data
thus strongly suggest that inhibition of NK-cell cytotoxic activity by
ET is mediated via the activation of cAMP downstream pathways.
We thus provide the first demonstration that the E'T subverting
action leads to dissociation in NK-cell function, which strongly
blocks natural cytotoxicity without affecting IFN-y secreting
capacity. Its high efficiency stresses the impact this toxin may exert
on anthrax pathogenesis. NK cell-associated receptors have been
implicated in certain autoimmune diseases [69,70] and NK cells
have been suggested to play a role in modifying T cell-mediated
autoimmunity. As the cytotoxic activity of cytotoxic CD8 T cells
shares at least in part, common mechanisms with NK cells [71], we
believe these AMPc-elevating compounds could be of use to inhibit
the deregulated or increased cytotoxic activities that underlie NK or
CTL-dependent autoimmune pathology [72].

Our in vivo data show that NK cells are rapidly recruited into the
cutaneous tissue infected by B. anthracs. Both NK cells and
macrophages were detected early in the draining lymph node in
the absence of toxin secretion. In contrast, production of either ET
or LT during infection drastically inhibited this local immune
response. The reduced inflammatory response could be related to
the immunosuppressive activities of LT and E'T [59]. By increasing
the intracellular concentration of cAMP and cleaving MKKSs, B.
anthracis toxins have the potential to interfere with chemotactic
signaling for neutrophils, T-cells and macrophages [14,20,73].
Considering that -in the context of anthrax infection- macrophages
appear to afford protection to the host [14,74], it is not surprising
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that B. anthracis has developed means of suppressing certain
macrophage functions such as their migration to lymph nodes.

We furthermore demonstrated that NK cells controlled the
infectious process, as @ vivo NK cell depletion resulted in an
increased bacterial dissemination to the spleen. Conceptually, NK
cell depletion could mimick the consequences of NK cell
inactivation by the toxins. Clearly, further experiments are needed
to address how NK cells control i viwo spreading of bacteria during
anthrax infection. In a previous study, we showed the central
impact of ET on bacterial control of dissemination in the draining
lymph node, both after cutaneous and inhalational infections [75].
The draining lymph node thus appears to be the key organ for
delaying bacterial systemic dissemination. We postulate that this
control most probably occurs through direct interactions between
NK cells and accessory cells, resulting in IFN-y production and
macrophage activation of their bactericidal activity. NK  cells
respond to pathogens through both cytokine secretion and natural
cytotoxicity. The relative impact of each NK function on the
development of an infectious process depends on the type of
infection [5]. Natural cytotoxicity has mainly been characterised
against tumoral or virally-infected targets cells [76]. Direct natural
cytotoxicity to infected cells in bacterial infections has rarely been
reported, primarily with intracellular pathogens (Mycobacterium sp.,
Listernna  monocytogenes; [5]). As B. anthracis is an extracellular
pathogen, we hypothesise that NK cell cytotoxic activity may
potentially occur either at the initial infection step, when a
proportion of the infecting spores are phagocytosed by accessory
resident cells such as macrophages or dendritic cells - which could
provide the necessary contact- and cytokine-dependent signaling
to the NK cells, or, at a later stage of infection, through
recognition by NK cells of cellular stress induced by the toxins.
The potential role of NK cell cytotoxicity during B. anthracis
infection remains to be explored in depth.

The present study is the first to investigate the direct modulation
of NK cell functions, IFN-y producing capacity and natural
cytotoxicity, by B. anthracts, and their subversion by ET and LT.
Our findings exemplify the delicate balance between stimulation of
the initial host control mechanisms by B. anthracis spores and the
bacterial evasion strategies to overcome these innate host defences.
NK cells are important immune effectors for preventing microbial
invasion and dissemination [77], performing their surveillance
function and establishing intercellular communications at an early
stage of infection. The model we propose hypothesises that
interactions of macrophages and dendritic cells with the infecting
spores and spore components would lead to NK cell activation and
IFN-y production, through a combination of signals derived from
intercellular contacts with macrophages and from cytokines
secreted by these cells. The accumulation of NK cells and
macrophages in the appropriate cytokine environment of the
infected lymph nodes will thereby amplify the inflammatory
response. Such a positive feedback loop is likely to be important in
the control and pathogenesis of anthrax. Furthermore, by
secreting toxins, nascent B. anthracis bacilli will alter spore-induced
contact-dependent signaling and cytokine production. This will
prevent efficient immune-cell contacts and initiation of inflamma-
tion and inflammatory-cell recruitment into the infected draining
lymph node, resulting in successful bacterial colonization and
spreading of infection.

Materials and Methods

Ethics statement
All the animal experiments described in the present study were
conducted at the Institut Pasteur according to the European
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Union guidelines for the handling of laboratory animals (http://
ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/home_en.htm)
and were approved by the animal care and use committee at the
Institut Pasteur. All efforts were made to minimize suffering.

Bacterial strains and mice

RPLC2 is a Sterne derivative that produces inactive lethal and
edema factors mutated in their enzymatic site [78]. The 9602P
(delta-pagd), 9602C (delta-cya) and 9602L (delta-lef) strains [75] are
derivatives of the highly virulent natural human isolate 9602 [79].
RPLC2 spores were produced, purified on Radioselectan
(Renografin  76%, Schering) and formaldehyde-inactivated as
previously described [80,81]. Formaldehyde-inactivated spores
(FIS) were quantified using a Malassez counting chamber and
inactivation was confirmed by plating on BHI agar. Heat
inactivation was carried out as previously described [10]. B.
subtilis strain SMYY was a kind gift from Abraham L. Sonenshein
(Department of Molecular Biology and Microbiology, Tufts
University School of Medicine, Boston, USA) and spore
inactivation was performed as for B. anthracis. The germination-
deficient mutant on the 7702 background was constructed by
inactivation of the cwlD, sleB and cw!lj1 genes through double
crossing-over insertion of antibiotic cassettes (spectinomycin,
erythromycin and kanamycin respectively) using techniques as
previously described [82] (Manuel Lopez-Vernara, Fabien Bros-
sier and Michele Mock, unpublished results). Germination was
decreased by at least 6 log;y on BHI agar. The inoculum used in
the in vitro cell infection assays (2x10° spores per well, as assessed
by counting in a Malassez chamber) did not give rise to any CFU
upon numeration.

Six- to 10-week-old C57BL/6 and FVB female mice were
purchased from Charles River (L’Arbresle, France). CDId-
deficient C57BL/6 mice lacking both CD1dl and CD1d2 [83]
were a kind gift from Dr Claire-Lise Forestier (G5 Parasite
Virulence, Institut Pasteur, Paris, France). f2m-deficient C57BL/
6 mice, B6.129P2-B2m™ /] (Jackson Laboratory), were a kind
gift from Dr Matthew Albert (Dendritic Cell Immunobiology,
Institut Pasteur, Paris, France). The IL-12Rp2-deficient and IL-
12p35/p40-deficient C57BL/6 mice (both from Jackson Labora-
tory) were kindly provided by Dr Selina Keppler (University
Hospital Freiburg, Institute of Medical Microbiology and
Hygiene, Freiburg). The MyD88-deficient mice obtained from
the laboratory of Shizuo Akira were backcrossed eight times to the
C57BL/6 background [55] and bred in the central animal facility
of the Pasteur Institute. The animals were housed in the animal
facilities of the Institut Pasteur licensed by the French Ministry of
Agriculture and complying with the European regulations. The
protocols were approved by the safety committee at the Institut
Pasteur according to the standard procedures recommended by
the animal care and use committee at the Institut Pasteur.

Cell activation assay and immunodetection of cytokines

Single spleen cell suspensions were prepared by mechanical
disruption on a cell strainer (70 um pore diameter, BD
Biosciences, Bedford, USA) in Dulbecco’s D-PBS (Invitrogen).
Red blood cells were lysed using Hemolytic Gey’s Solution as
previously described [10]. NK cells were purified using the
EasySep Mouse panNK (CD49b) Positive Selection Kit (StemCell
Technologies, Vancouver, British Columbia, Canada) according
to the manufacturer’s protocol. Flow cytometry analysis showed
the purity of NK cells to be more than 90%. Further purification
(>98%) was performed using a MoFlo cell sorter (Beckman-
Coulter). Bone marrow-derived macrophages (BMDMs) were
obtained from the femur of mice after differentiation for 8 to 10
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days in RPMI complete medium supplemented with 20 ng/ml M-
CSFE  (PeproTech, Levallois-Perret, France) on bacterial petri
dishes. BMDMs were mature as assessed by expression of the 4/
80 surface marker (consistently over 90% F4/80 positive). Cell
enumeration and viability (>90%) was routinely assessed by
acridine orange/propidium iodide staining.

All cell cultures were carried out in RPMI 1640 medium+Glu-
taMAXTM I (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS; BioWest, Nuaill¢, France),
100 pug/ml penicillin/streptomycin  (Invitrogen), and 50 uM 2-
mercaptoethanol (Invitrogen). All reactivation conditions were
performed in triplicate.

Cell activation was performed by incubating either 2x10°
splenocytes, or 2x10° purified NK cells with 2x10° BMDM, with
2x10° spores (or polystyrene latex beads —1.1 wm mean particle
size-, Sigma, Aldrich) in a final volume of 200 ul in 96-well tissue
culture plates (TPP, Trasadingen, Switzerland) for 1 to 3 days.
Direct stimulation of purified NK cells was performed by adding
to the culture medium endotoxin-free mouse rIL-12 (10 ng/ml,
BD Pharmingen) and endotoxin-free mouse rIL-18 (20 ng/ml,
MBL International) for 18 h. In some experiments, NK cell
activation was performed in 96-well Transwell plates (0.4 pm pore
diameter; Corning Costar, NY); BMDM:s (3.1x10” cells in 235 pl)
mixed with FIS (3.1x10°% were seeded into the outer chamber;
CD49b" NK cells (3.1x10° cells in 75 pl) were added cither
directly to the outer chamber, or placed into the inner chamber
along with or without 3.1x10° FIS. Cytokine and receptor
function were blocked by addition of the following azide-free, low-
endotoxin anti-mouse cytokine or receptor-specific mAbs: rat anti-
mouse IL-12p40/p70 (5 pg/ml, clone C17.8, BD Pharmingen)
and its isotype control (clone R35-95, BD Pharmingen), rat anti-
mouse IL-18 (10 pg/ml, clone 93-10C, MBL International
Corporation) and its isotype control (clone eBRG1, eBioscience),
goat anti-mouse IL-15Ra polyclonal (10 ug/ml, R&D Systems),
armenian hamster anti-mouse NKG2D (10 pg/ml, clone C7,
eBioscience) and its isotype control (clone eBio299Arm,
eBioscience), rat anti-mouse RAE-1 (5 pg/ml, clone 199205,
R&D Systems) and its isotype control (clone R35-95, BD
Pharmingen), rat anti-mouse IFN-a (5 ug/ml, clone RMMA-1,
PBL Biomedical Laboratories), rat anti-mouse IFN-B (5 pug/ml,
clone RMMB-1, PBL Biomedical Laboratories), goat anti-mouse
NKp46 polyclonal (10 pg/ml, R&D Systems), rat anti-mouse IL-
10 (10 pg/ml, clone JES5-2A5, BD Pharmingen), armenian
hamster anti-mouse TNF-o (10 pg/ml, clone TN3-19.12, Sigma).

For analysis of the effects of the toxins, splenocytes were pre-
treated before stimulation, for 1 h with rPA (250 ng/ml) and/or
either rLF (0.01-100 ng/ml), -both a kind gift from Dr Bassam
Hallis, HPA, Porton Down, UK-, or rEF (0.01-100 ng/ml) -a kind
gift from Pr Wei-Jen Tang, University of Chicago, Chicago, USA.
Purified CD49b" NK cells were pre-treated before stimulation for
1 h with PA (250 ng/ml) and/or either LF (0.5-100 ng/ml) or EF
(10-100 ng/ml), or PA (2500 ng/ml) and EF (500-1000 ng/ml).
NK cell viability after toxin treatment was analyzed by using Live/
Dead Cell Staining Kit (Invitrogen) and their metabolic activity
was assessed by the CellTiter 96 AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (M'TS) (Promega).

In all cases, cell-free supernatants were removed at specific time
points and frozen at —20°C before subsequent ELISA analysis for
IFN-y or IL-12. When mentioned, conditioned supernatants from
FIS-activated BMDM were collected after a 24-h stimulation,
transferred on purified CD49b" NK cells and incubated for a
further 48 h. ELISA was performed as previously described [10]
using the following antibody pairs and protein standards (all from
BD Pharmingen, Le-Pont-de-Claix, France): for IL-12p40/p70,
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capture with mAb clone C15.6, detection with mAb clone C17.8,
standard recombinant mouse IL-12 (p70); for IFN-vy, capture with
mADb clone R4-6A2, detection with mAb clone XMG1.2, standard
recombinant mouse IFN-y.

Flow cytometry

Cell staining was performed with the following mAbs: anti-
mouse CD69-fluorescein isothiocyanate (FITC) (clone HI1.2F3)
(BioLegend, San Diego, USA) and its FITC-conjugated isotype
control (Caltag laboratories), CD49b- phycoerythrin (PE) (clone
DX5) (BD Bioscience, San Diego, CA), IFN-y-FITC (clone
XMG1.2) (BD Bioscience, San Diego, CA) and its FITC-
conjugated isotype control (BioLegend), F4/80-allophycocyanine
(APC) (clone BMS8) (BioLegend), pan-RAE-1-PE (clone 186107)
(R&D Systems) and its PE-conjugated isotype control (Caltag
Laboratories). To obtain a single-cell suspension, collected cells
were pre-treated in 5 mM EDTA/PBS to dissociate cell
aggregates. Cells were subsequently washed and blocked for
10 min with anti-CD16/CD32 mAb (BioLegend) in FACS buffer
(Dulbecco’s PBS, 2% heat-inactivated FBS, 10 mM sodium azide)
and then labeled with the appropriate antibodies. Dead cells were
excluded during acquisition through staining with LIVE/DEAD
Fixable Dead Cell Stain Kit according to the manufactor’s
procedure (Invitrogen). For intracellular cytokine staining [84],
cells were incubated with brefeldin A (5 pg/ml, Sigma, Aldrich)
for the last 4 h of activation with the spores. After labeling with
DX5-PE mAb, fixation in 2% paraformaldehyde and permeabi-
lisation in 0.5% saponine, the cells were stained with anti-IFN-y-
FITC mAb for 30 min. Cell acquisition was performed using a
FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience). NK cells were
gated by their light scattering properties -forward (FSC) and side
(SSC) scatter- that distinguished them from the macrophages
(Figure SI1A). Isotype controls Abs were used for each staining
combination. A minimum of 10,000 events was acquired for
analysis. Data were acquired and analyzed using CELLQUEST
software (BD Bioscience). Figures were derived by free WinMDI
Software (Version 2.8, Bio-Soft Net; WinMDI software [http://
en.bio-soft.net/other/ WinMDILhtml]).

CFSE-based in vitro cytotoxicity assay

Natural cytotoxicity assay was performed as previously
described [85]. Briefly, the mouse lymphoma YAC-1 target cells
were labeled with 2.5 uM CFSE (Sigma, Aldrich) at 2x10° cells/
ml for 8§ min at room temperature. After dilution by 1:5 in
complete medium and 2 washing steps, the CFSE-labeled target
cells were resuspended in complete medium (4x10* cells/ml,
100 ul/tube) and mixed with positively selected CD49b" cells at
an effector/target cell ratio (E/'T ratio) of 50:1 (final volume:
200 pl) in 5 ml Falcon round-bottom tubes (BD Bioscience). When
necessary, CD49b" cells were treated for 4 h with PA (250 ng/ml)
and/or either LF (100 ng/ml) or EF (100 ng/ml), and then
washed prior to mixing. The cells were then incubated in the
presence of 10 ng murine rll-2 (BioLegend) in a humidified
atmosphere of 5% CO2 at 37°C for 18 h. Cytotoxicity was then
assessed by flow cytometry analysis after propidium iodide
labeling. Negative controls were CFSE-labeled target cells without
NK cells.

For data analysis, the CFSE-stained target cells were gated (R1)
on SSC/FLI(CFSE) parameters and analyzed on FL1(CFSE)/
FL3(Propidium iodide). For each sample 4000 events of R1 were
collected. The percentage of specific target cell death was
calculated as follows: [(dead CFSE-positive targets in the sample
(%)—spontancously dead CFSE-positive targets (%))/(100—spon-
taneously dead CFSE-positive targets)] x100.
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In vivo cytotoxicity assay

Spleen cells from C57BL/6 and f2m ™/~ C57BL/6 mice were
labeled with 2 uM (C57BL/6) or 5 uM (B2m '~ C57BL/6)
CFSE, and equal cell numbers (10% “injected mix™) were co-
injected intravenously into C57BL/6 mice recipients, either
untreated or injected intravenously 8 h prior to cell inoculation
with (i) LF (7.5 pg) or EF (7.5 pg) and PA (20 pg) or (ii) CyaA or
the inactive mutant CyaEb (15 pg) of Bordetella pertussis (a kind gift
from Dr Daniel Ladant, Biochimie des Interactions Macromolé-
culaires, Institut Pasteur, Paris, France). Control mice received
either EF or PA alone. In vivo NK cell depletion was performed by
intravenous injection of 200 ug anti-NK1.1 mAb (clone PK136,
Serotec, Oxford, United Kingdom). In vivo NK cell activation was
performed by intravenous injection of 100 pg poly:(IC) (Invivo-
gen). Single spleen cell suspensions were prepared 16 h later and
the CISE positive cell population was acquired by FACS as
described above. The ratio of CIFSE high versus CFSE low cells was
determined and specific lysis was calculated as described [86]:
100 x[1—(ratio of injected mix/recovery ratio)], where ratio =%
CFSE low/% CFSE high.

MAPK phosphorylation and cAMP assays

Purified NK cells (10° cells) were incubated with PA (250 ng/
ml), and/or LI (100 ng/ml) for 2 h at 37°C. Recombinant IL-12
(50 ng/ml) and IL-18 (100 ng/ml) were then added for 10 min,
cells were washed twice with cold PBS and lysed on ice for 30 min
with a total protein extraction buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.5,
150 mM NaCl, I mM sodium EDTA, I mM EGTA, 1% Nonidet
P-40, 1% sodium deoxycholate, 2.5 mM sodium pyrophosphate,
1 mM B-glycerophosphate, 1 mM Na3VO4, 1 pg/ml leupeptin)
containing Complete protease and phosphatase inhibitor tablets as
specified by the manufacturer (Roche Diagnostics). Total protein
(50 pg as determined by the Bradford assay, Bio-Rad Laborato-
ries) was resolved on 10% SDS-PAGE gels and transferred to
nitrocellulose membranes. Membranes were blocked in TBS
containing 5% non-fat dried milk and 0.1% Tween 20. Protein
detection was performed with polyclonal Abs directed against
phospho-p38 MAPK, phospho-p42/44 (ERK 1/2) MAPK,
phospho-JNK or total p42/44 (ERK 1/2) MAPK (all from Cell
Signaling Technology). Total p42/44 (ERK 1/2) MAPK was used
as loading control as previously described [87]. Bands were
visualized with appropriate secondary HRP-conjugated Abs and
SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate (Pierce). When
reprobed, membranes were first stripped by incubating in a
stripping buffer (Gene Bio-Application Ltd.).

To determine the cAMP response generated by edema toxin,
purified CD49b" NK cells (10° cells) were incubated with PA
(0.25 pg/ml) and EF (0.05-0.1 pg/ml), or PA (2.5 pg/ml) and EF
(0.5-1 pg/ml) at 37°C for 1 h and then stimulated with rIL-12
(10 ng/ml) and rIL-18 (20 ng/ml). After 2 h of incubation, the
culture medium was discarded and the cells were lysed with 0.1 M
HCIL. After centrifugation, the supernatants were collected and
immediately stored at —80°C before analysis. Intracellular cAMP
concentration was determined using a commercial cAMP EIA kit
(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) according to the

manufacturer’s instructions.

Isolation of lymph node cells and flow cytometry

FVB mice were infected into the ear dermis with spores of the
non-toxinogenic encapsulated 9602P (EF+LF+) strain, or the
9602L (EF+PA+) or 9602C (LF+PA+) strains. Cutaneous infec-
tions were performed under light anesthesia by injecting
2.91%0.03 log) spores per mouse in 10 pl of PBS into the dermis
of the left ear as previously described [88]. 24 h later the cervical
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lymph nodes draining the infected site were excised, placed into
ice-cold saline solution and mechanically dissociated to obtain
single-cell suspensions. Control lymph nodes were obtained from
PBS-inoculated ears. Cell labeling was performed with APC-
conjugated anti-F4/80 (BioLegend), anti-CD4-FITC (BD Phar-
Mingen), anti-CD8-PE (BD PharMingen), and PE-conjugated
DX5 (eBioscience). Flow cytometry acquisition was performed as
described above.

Effect of NK cell depletion upon B. anthracis infection

NK-cell depletion was performed in C57BL/6 mice by
intraperitoneal injection of 200 pg of anti-NK1.1 antibody (clone
PK136, Serotec, Oxford, United Kingdom) at 2 days and 1 day
before infection. Depletion of NK cells (>95%) was verified in the
spleen by flow cytometry. Control mice received an injection of
200 ug isotype-matched antibody (Sigma). Cutaneous infection in
the ear was performed by injection of 3.05%0.29 log, spores of
the 9602P strain. Spleens were removed aseptically 18 h post-
inoculation and homogenized in 5 ml of PBS. The bacterial load
in the resulting suspensions was determined by plating 100 ul of
10-fold dilutions onto BHI agar plates and is expressed as logjq
CFU per spleen.

Two-photon excitation fluorescence in vivo imaging

C57BL/6 mice were subcutaneously infected with 2 x10% spores
of the non-toxigenic encapsulated B. anthracis strain in 10 ul of PBS
into the external face of the right ear, while the same volume of
PBS was injected in the left ear. Prior to imaging, 100 pug of
rhodamine B 10 kD-dextran (Sigma) were administrated by
intravenous injection. Negatively selected NK cells (Negative
selection mouse NK cell enrichment kit, StemCell Technologies)
were labeled with 5 UM of CFSE and were injected intravenously
(10° per mice) 4 h after infection. Ketamine-xylazine anesthetized
mice were placed under the microscope with their ears maintained
between cover glasses. The cervical lymph nodes draining the
infected and the PBS-injected control ears were harvested from the
recipient mice 24 h after infection, fixed with tissue glue to the
plastic chamber containing PBS, and sequentially imaged. Two-
photon excitation fluorescence (TPEF) imaging was performed
using a LSM 710 Zeiss microscope. The excitation wavelength is
854 nm, allowing epicollection of second-harmonic generated
signal (SHG) at 427 nm quasi specific of collagen. Other
epicollected signals were intravenous rhodamine B and CFSE-
stained NK cells fluorescence. Image acquisition and analysis were
performed by using ZEN 2008 software (Zeiss).

Statistical analysis and software

Statistical analysis was performed using Graphpad Prism
software. Unless otherwise noted, results are expressed as mean
values * standard deviation. The student’s t-test was used to
determine significance (P<<0.05).

Supporting Information

Figure S1 Controls for NK cell activation, cytokine
secretion and natural cytotoxicity. (A) FACS analysis of
surface CD69 and intracellular IFN-y expression in CD49b" cells
in the presence of spore-stimulated BMDMs. NK cells were gated
by their light scattering properties -forward (FSC) and side (SSC)
scatter- that distinguished them from the macrophages (left
panels), then dead cells were excluded along the FL4 channel
through staining with LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit
(Invitrogen). Isotype-matched controls Abs were used for cach
staining combination (see Materials and Methods). (B) Effect of
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neutralization of IFN-o, IFN-B, TNF-o, IL-10 and NKp46 on
IFN-y production by splenocytes. (G) Cell viability of splenocytes
18 h after incubation with PA+LF, or PA alone, LF alone
compared with untreated splenocytes, as assessed by Live/Dead
staining. (D) Absence of effect on the elimination of MHC class I-
deficient B2m—/— splenocytes for the control groups receiving PA
alone, EF alone or LI alone (see Figure 5B).

(TTE)
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Differential Role of the Interleukin-17 Axis and Neutrophils in

Resolution of Inhalational Anthrax
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The roles of interleukin-17 (IL-17) and neutrophils in the lung have been described as those of two intricate but independent
players. Here we identify neutrophils as the primary IL-17-secreting subset of cells in a model of inhalation anthrax using A/J
and C57BL/6 mice. With IL-17 receptor A knockout (IL-17RA~/~) mice, we confirmed that IL-17A/F signaling is instrumental in
the self-recruitment of this population. We also show that the IL-17A/F axis is critical for surviving pulmonary infection, as IL-
17RA~/~ mice become susceptible to intranasal infection by Bacillus anthracis Sterne spores. Strikingly, infection with a fully
virulent strain did not affect IL-17RA~/~ mouse survival. Eventually, by depleting neutrophils in wild-type and IL-17RA~/~
mice, we demonstrated the crucial role of IL-17-secreting neutrophils in mouse survival of infection by fully virulent B. anthra-
cis. This work demonstrates the important roles of both IL-17 signaling and neutrophils in clearing this pathogen and surviving

pulmonary B. anthracis infection.

he lung is a delicate and vital organ which is constantly ex-

posed to pollutants and pathogens through air sampling (22).
To achieve gaseous exchange through the thin membranes sepa-
rating air in the alveoli from the capillaries, the lung has developed
a highly efficient and balanced immune system which maintains
balance between inflammation and tolerance. Studies on the role
of the innate immune system in protecting against inhalational
anthrax have focused mainly on alveolar phagocytes such as mac-
rophages and dendritic cells. Anthrax is a disease caused by Bacil-
lus anthracis, a Gram-positive, rod-shaped, spore-forming bacte-
rium whose spores are considered a serious bioterrorism agent
(25). B. anthracis spores cause three main clinical forms of the
disease, depending on the route of infection: cutaneous, inhala-
tional, and gastrointestinal anthrax (16). Intriguingly, prognoses
of B. anthracis mucosal infections (pulmonary and intestinal) are
dreadful, whereas cutaneous infection is known to be diagnosed
easily and is readily cured. This suggests that the mucosal and
skin-associated immune systems differ greatly in their handling of
the pathogen.

The pulmonary route of infection is of paramount interest in
terms of bioterrorism. The pathophysiology of inhalational an-
thrax is still a matter of discussion (7, 16,47). It has been studied in
multiple models, including mainly mouse, guinea pig, rabbit, and
nonhuman primate (NHP) models, among which rodents are by
far the most studied species (16, 50). In mice, recent studies have
proven that entry of B. anthracis is not restricted to the lower
respiratory tract, as initially thought, but may occur dually at the
upper airways through the nasal mucosa-associated lymphoid tis-
sue (NALT) (14, 15). In the lower respiratory tract, we and others
have already shown that B. anthracis spores are managed during
early infection in a coordinated manner by lung phagocytes (46,
49). Spores are immediately phagocytosed by alveolar macro-
phages lodged along the alveolar pneumocytes. Lung epithelial
cells have also been described to phagocytose spores after inhala-
tion (43). After a slight delay, lung dendritic cells (DCs) capture
spores and rapidly transport them to the draining thoracic lymph
nodes, playing the role of a Trojan horse (5). There, the spores
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start to transform into metabolically active, toxin-producing, rep-
licating bacilli. B. anthracis toxins are formed by the association of
enzymatically active moieties, lethal factor (LF) and edema factor
(EF), with protective antigen (PA) as a cell surface binding com-
ponent, generating lethal toxin (LT) and edema toxin (ET), re-
spectively (36). Both toxins play a major role in bacterial evasion
of the host innate and adaptive immune systems (47, 48).

So far, little is known about the lung innate immune responses
that are triggered after spore phagocytosis and processing. The
specific role of neutrophils in lung immunity has not been ex-
plored thoroughly, although one report suggests it to be minor
(6). Indirect arguments based on subcutaneous and intravenous
models of infection were recently reported. Using myeloid-
specific B. anthracis toxin receptor capillary morphogenesis pro-
tein 2 (CMG2) knockout mice, it was shown that toxin impair-
ment of myeloid cells, including neutrophils, is critical for
establishing disease (31).

Interleukin-17 (IL-17) is the prototype of a large family of six
cytokines that play a potent role in regulating neutrophil re-
sponses (10, 51). IL-17 (also referred as IL-17A) in association
with IL-17F—both of which are capable of signaling through
IL-17 receptor A (IL-17RA)—acts as a master coordinator of the
response. Neutrophil recruitment is induced indirectly by IL-17
through triggering of epithelial cells to secrete CXC chemokines
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(27). The protective role of IL-17 in host defense against patho-
gens in the lung has been demonstrated for numerous pathogens,
including bacteria, fungi, and viruses (reviewed in reference 26).
IL-17 can be either protective or detrimental, as recently exempli-
fied in cases of influenza virus infection, as IL-17RA knockout
mice survived significantly longer than wild-type (WT) mice (9).
This highlights the delicate balance between inflammation and
clearance of infection in the lung, as well as the role played by
neutrophils and IL-17.

Several studies have pointed out the variety of IL-17 sources at
mucosal sites, emphasizing that IL-17 bridges innate and adaptive
immunity (10). In the lung, besides the classical Th17 lineage,
innate cells such as Y86 T and NKT cells produce IL-17 during
infection, sparking a quick start to the immune response. Recent
reports suggest that neutrophils may also be a novel player in the
game, as shown in noninfectious inflammation models such as
acute ischemia-reperfusion in the kidney (30), lung lipopolysac-
charide (LPS)-induced neutrophilia (13), and acute vasculitis
(23). More recently, neutrophils have been shown to produce IL-
17A in the lung after fungal infection by Cryptococcus neoformans
(55) and Aspergillus fumigatus (54). Taken together, the extended
diversity of IL-17 sources in response to stress or pathogens em-
phasizes its roles from early to late stages of infection. Given the
critical roles of IL-17A and -F in lung immunity and elimination
of extracellular pathogens (26), we hypothesized that these cyto-
kines would be induced by B. anthracis infection in the lung mu-
cosal immune system.

In the present study, we identified neutrophils as the main cell
population secreting IL-17 in a pulmonary model of B. anthracis
infection. Using IL-17RA ™/~ mice, we showed that the IL-17A/F
axis is instrumental for recruiting neutrophils to the lung. We also
showed that the IL-17A/F axis is critical for survival of pulmonary
B. anthracis infection, as IL-17RA ™/~ mice became susceptible to
intranasal (i.n.) infection with Sterne spores. Eventually, by de-
pleting neutrophils in wild-type and IL-17RA~/~ mice, we dem-
onstrated the crucial role of IL-17-secreting neutrophils in mouse
survival after infection with a fully virulent capsulated strain. This
work demonstrates the very important roles of both IL-17 and
neutrophils in the clearance of this lung pathogen and in surviving
pulmonary anthrax.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Six- to 10-week-old A/] mice (Harlan), C57BL/6 WT mice
(CERJ), IL-17RA~/~ mice (obtained from Bernhard Ryffel, CNRS
UMRG6218, Orléans, France), and CX;CR1 %727 mice (Jackson Laborato-
ries) were housed under clean standard conditions. IL-17RA~/~ and
CX,;CR1*/# mice (all on a C57BL/6 background) were bred at the Plate-
forme de Haute Technologie Animale (La Tronche, France). All experi-
mental protocols were approved by the local animal use committee ac-
cording to international guidelines.

Bacillus anthracis strains. B. anthracis Sterne 7702 (pXO1* pXO2™)
and the fully virulent strain 17JB (pXO1* pXO2") were provided by
Michele Mock (Institut Pasteur, Paris, France).

Preparation of spores. Stocks of B. anthracis strains were prepared as
follows. Bacteria were streaked on nutrient broth-yeast extract (NBY) agar
slants and incubated for 7 days at 30°C. Five milliliters of sterile distilled
water was added to each slant, and the samples were suspended. The spore
suspension was incubated in a sterile screw-cap tube at 65°C in a water
bath for 30 min to kill any remaining bacilli. The spores were collected by
centrifugation and resuspended in water (1/20 [vol/vol] of the original
culture) to give samples containing at least 90% spores and 108 CFU/ml.
Spores were purified by differential centrifugation for 30 min at 6,000 X g
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at +4°C through layers of 45 to 55% Radioselectan (Renografin 76%;
Schering) prepared in distilled water. Free spores contained in the pellet
were washed three times with water to remove residual Renografin and
then stored in deionized water. All spore stocks were stored at —80°C until
use. Prior to each infection of mice, aliquots were diluted and viable spore
counts estimated.

Immunization and infection of mice. Mice were immunized by sub-
cutaneous (s.c.) injection with 10 ug of recombinant PA (List Biological
Laboratories Inc.) and 0.3% aluminum hydroxide gel (Sigma-Aldrich) in
100 wl of vaccine 20 days before infection, with a booster given 10 days
before infection.

For i.n. challenge, mice were lightly anesthetized with O,-isoflurane
(2.5%), and 25 pul of a spore solution diluted in phosphate-buffered saline
(PBS) at various concentrations was instilled in each nostril. Animal in-
fections were performed in biosafety level 2 (BSL2) and BSL3 facilities,
depending on the strain type.

Bacterial counting. For bacterial enumeration, mice were infected
intranasally with 2 X 108 spores of Sterne strain 7702 and killed at 3 days
postinfection. Suspensions of lung cells were obtained by mechanical dis-
ruption in 1 ml of ice-cold distilled water. Homogenates were then serially
diluted (for bacillus counting) or heated at 65°C for 30 min prior to
dilutions for spore counting. Thereafter, we added 18 ml of Trypticase soy
agar medium (Becton Dickinson) (cooled to ~45°C). Sample dilutions
and agar medium were thoroughly mixed by alternating rotation and
back-and-forth motion of plates. We let the agar solidify and incubated it
promptly for 24 h at 37°C prior to CFU counting.

Neutrophil depletion. Use of a Ly6G-specific monoclonal antibody is
an established technique for depleting neutrophils in mice in vivo (11, 38).
In our study, mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 100 ul of 1A8
monoclonal antibody (BioXCell) at a concentration of 0.25 mg/ml in PBS.
Five hours following neutrophil depletion, mice were infected by the in-
tranasal route with 2 X 108 spores of Sterne strain 7702, and survival was
monitored each day until day 15. Injection was repeated on days 1 and 2
and then every 2 days until day 15, the last time point of the survival
experiments.

Complement depletion. C57BL/6 mice were injected i.p. with two 5-U
doses of cobra venom factor (CVF) 4 h apart to deplete the animals of C5 (19,
44). The mice were injected with 5 U of CVF every fifth day until day 15.

Forty-eight hours following CVF injection, mice were infected by the
intranasal route with 2 X 108 spores of Sterne strain 7702, and survival was
monitored each day until day 15.

BAL and lung cell analysis. For bronchoalveolar lavage (BAL), 1 ml of
ice-cold PBS-2 mM EDTA (Sigma-Aldrich) was injected into the trachea,
collected, and kept on ice prior to treatment. Single-cell suspensions of
lung cells were obtained after physical dissociation using a GentleMACS
dissociator (Miltenyi Biotec) followed by enzymatic digestion (30 min in
a humidified incubator at 37°C with 5% ambient CO,) of lung tissue in
RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich) containing collagenase type I (1 mg/ml;
Worthington Biochemical) and DNase I (50 U/ml; Sigma-Aldrich). Red
blood cells were lysed in NH,CI (1X) solution. Cells were resuspended in
PBS-1% bovine serum albumin (BSA)—0.1% azide before staining.

For microscopy analysis, lung preparations were cytocentrifuged and
mounted with Vectashield DAPI medium (4',6-diamidino-2-phenylin-
dole; Dako) or stained with Giemsa stain (RAL 555 kit). Cells were exam-
ined on a Zeiss Axioplan 2 microscope to image Giemsa staining and on
an Olympus IX-81 microscope for fluorescence microscopy.

Flow cytometry analysis. Lung cell suspensions were incubated with
Fc receptor blocking antibody (anti-mouse CD16/CD32 Ab, clone 2.4G2;
BD Biosciences) for 30 min at 4°C. We used the following monoclonal
antibodies (MAbs) (all from BD Biosciences, except where stated other-
wise): anti-mouse CD3e (145-2C11), CD4 (L3T4), CD8« (53-6.7),
CD11b (M1/70), CD11c (H3L), CD25 (3C7), CD45 (30-F11), CD335
(NKp46, 29A1.4), Gr-1 (RB6-8C5), T-cell receptor yé (TCRvyd) (GL3),
Ly6G (1A8), TCRB (H57-597; eBiosciences), and CD1d tetramer (a kind
gift of Murielle Pichavant, Institut Pasteur de Lille), as well as correspond-
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FIG 1 Kinetics of cytokine secretion in BALFs after Bacillus anthracis intranasal infection. (A and B) A/J mice were infected by the i.n. route with 2 X 108 spores
of Sterne strain 7702 of B. anthracis. (A) IL-17A, IL-22, IL-6, IL-12p70, and IFN-+y secretion kinetics in BALFs of mice. Each time point represents the mean for
three to five mice * the standard error of the mean (SEM). (B) IL-17A, IL-17F, and IL-22 concentrations in the BALFs of noninfected mice (open symbols) or
at day 3 postinfection (closed symbols). Each symbol represents one mouse. (C) A/J mice were infected intranasally with different doses of spores of Sterne strain
7702 of B. anthracis (1 X 108 [small closed triangles], 2 X 10% [medium closed triangles], and 3 X 10% [large closed triangles]) or were left noninfected (open
triangles). Each triangle represents one mouse. *, P < 0.05; #:, P < 0.01; ##%, P < 0.001; ns, not significant.

ing isotypes. Cells were stained for 30 min at 4°C. For intracellular stain-
ing, cells were permeabilized with saponin and stained for 1 h at 4°C with
IL-17A MAD (eBio17B7; eBiosciences). Cell acquisition was conducted on
a model FC500 (Beckman Coulter) flow cytometer, and data were ana-
lyzed with FlowJo software.

Cytokine measurement. Cytokine concentrations in BAL fluid
(BALF) were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
using a DuoSet assay for IL-17A and IL-17F and a Quantikine immuno-
assay (R&D Systems) for IL-22, IL-6, IL-12p70, and gamma interferon
(IFN-7), according to the manufacturer’s instructions.

January 2012 Volume 80 Number 1

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using
GraphPad Prism software (version 4.0c; GraphPad Software, Inc.). Statis-
tical differences between the groups were determined by a nonparametric
test, the Mann-Whitney test, and by the log rank test for survival analysis.

RESULTS

IL-17A and IL-17F are present in BALF after inhalational an-
thrax. We first aimed to determine whether IL-17 is produced
after i.n. infection with B. anthracis. We therefore investigated the
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FIG 2 CFU in pulmonary homogenates 3 days after intranasal infection with
B. anthracis Sterne strain spores. A/J (A) and C57BL/6 WT and IL-17RA~/—
(B) mice were infected intranasally with 2 X 10® spores of Sterne strain 7702 of
B. anthracis. (A) CFU of bacilli (open diamonds) and spores (closed dia-
monds) in lungs of A/] mice at 3 days postinfection. Each diamond represents
one mouse. (B) CFU of bacilli (open symbols) and spores (closed symbols) in
lungs of C57BL/6 WT (circles) and IL-17RA~/~ (squares) mice at 3 days
postinfection. Each symbol represents one mouse. *, P < 0.05; **, P < 0.01;
ik, P < 0.001; ns, not significant.

cytokines present in the BALFs of A/] mice (C5 deficient), a largely
used model of mouse infection with strain Sterne (Fig. 1A). Mice
were infected with B. anthracis Sterne strain 7702 via the i.n. route
and were sacrificed serially from day 0 (noninfected) to day 4 to
determine the cytokine concentrations in the BALF samples.

We observed a robust production of IL-17A, IL-22, IL-6, IL-
12p70, and IFN-vy in the BALF samples starting as soon as 24 h
postinfection and reaching a peak at day 3 (Fig. 1A). Beyond this
time point, mice started to die, and all mice were dead by day 4.
Since IL-17A, IL-17F, and IL-22 were produced in significant
amounts on day 3, we focused the rest of our investigations on this
time point (Fig. 1B). Using different doses of B. anthracis spores,
we observed that IL-17A was produced significantly only with an
infective quantum above 2 X 108 spores per mouse (Fig. 1C).
Furthermore, for A/J] mice as well as C57BL/6 and IL-17RA~/~
mice (used later in this study), CFU analysis did not show any
germination in the lungs following infection (Fig. 2A and B).

These initial results showed that infection with B. anthracis
spores leads to local IL-17A, IL-17F, and IL-22 production.

IL-17A is produced by neutrophils recruited to the lungs of
A/J mice. Next, we investigated the cell population secreting IL-
17A in A/J mouse lungs. In accordance with our aforementioned
data, an IL-17A™" cell population was recruited to mouse lungs
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after infection and represented up to 11.4% of the total cells (Fig.
3A). This population was around 1% in noninfected mice. More-
over, the mean fluorescence intensity (MFI) of IL-17" cells was
significantly higher for the infected than the noninfected group
(Fig. 3B). We extensively analyzed the IL-17A™ cell population
phenotype (Fig. 3C). In agreement with our initial results, no
more than about 6% of the IL-17A" population was mature T cells
(CD3* TCRaf*), demonstrating that most of the recruited cell
population did not belong to the classical Th17 lineage. We also
excluded CD8", Treg (CD3* CD25%), and CD4™" cell popula-
tions. We then focused on y8 T cells, NKT (TCRaB* CDId te-
tramer™) cells,and NK (NKp46* CD3") cells, which playarolein
innate IL-17 production in the mucosa (10). None of these innate
cell populations produced IL-17. Finally, we found that most IL-
17A™ cells (~90%) in the lungs of infected A/J mice were neutro-
phils (CD11b* Gr-1hish Ly6G*). Furthermore, we observed that
IL-177 cell MFIs were significantly higher for neutrophils than for
Th17 populations (Fig. 3D), confirming that neutrophils are the
main producer of IL-17.

IL-17A is produced mainly by CD11b* Gr-1hieh CX,CR1~
neutrophils recruited to the lungs of C57BL/6 mice. In parallel,
we performed the same analysis on C57BL/6 mouse lungs (Fig.
4A), because A/] mice are deficient in C5 and this factor is critical
for IL-17 production by T cells (20). Using knock-in heterozygous
CX,CR1 %8P mice, we could differentiate monocytes (CX3CR17)
and neutrophils (CX3CR17) that both express Gr-1 (29). We con-
firmed that the IL-17" population corresponded to CD11b™ Gr-
1hieh CX,CR1~ cells (Fig. 4B). Accordingly, IL-17A-positive cells
exhibited multilobulated ring-shaped nuclei characteristic of neu-
trophils (Fig. 4C).

The neutrophil population was recruited to the lung upon in-
fection in A/] and C57BL/6 mice (Fig. 5A). Interestingly, IL-17+
cells represented a significant subset of about 40% in A/J mice and
30% in C57BL/6 mice among the total neutrophils (Fig. 5B).

To determine a putative role of Th17 cells in resolving infection
in A/J mice, we performed experiments on PA-immunized mice
allowing mature T cell differentiation. In contrast to the case for
naive animals, IL-17A and IL-17F levels in BALFs of vaccinated
mice were not different from those for noninfected animals at day
3 postinfection (Fig. 6A). Even 15 days following infection, we did
not observe any IL-17 production in immunized mice (data not
shown). Since C57BL/6 mice survive Sterne strain infection, we
analyzed IL-17-producing cells in lungs for up to 6 days after
infection to rule out the role of Th17 cells. At day 6, we found no
significant increase of the Th17" cell phenotype compared to that
in uninfected animals (Fig. 6B). Taken together, these results show
that mature T cells did not participate in IL-17 production in the
A/] and C57BL/6 models of inhalational anthrax by a Sterne
strain.

Impaired recruitment of neutrophils in IL-17RA~/~ mice
leads to susceptibility to intranasal Sterne strain infection but
not to infection with a fully virulent strain. We next examined
the role of IL-17A/F axis signaling during recruitment of the neu-
trophil population by using IL-17RA~/~ mice. Although we did
not observe a decrease of the IL-17A" cell percentage in the lungs
of IL-17RA ™/~ mice compared with WT animals when we gated
on total cells, it was significantly diminished when the gating strat-
egy was restricted to the neutrophils (Fig. 7A). One can infer that
in the absence of an IL-17A/F retrofit, some other cell populations
compensate for the lower recruitment of IL-17-secreting neutro-
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phils. We observed an increased percentage of CD11b* Gr-1int
cells, which may be monocytes (Fig. 7A).

In contrast, neutrophil recruitment was significantly im-
paired in IL-17RA ™/~ mice compared with that in WT animals
(Fig. 7B). We also observed a lower level of neutrophils in
IL-17RA~/~ naive mice compared to WT noninfected mice, in
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accordance with a previous study (57) and other literature sug-
gesting a role of IL-17 during granulopoiesis and migration of
neutrophils in tissues (3, 33).

Next, we investigated the effects of IL-17A/F signaling knock-
out on mouse survival by using the acapsulated Sterne and fully
virulent 17JB strains. IL-17RA™/~ mouse survival was impaired

iai.asm.org 135

1senb Aq |10z ‘€z Jequiadaq uo /Bio wse’iel//:djiy wouy papeojumo(



Garraud et al.

A C57BL/6 WT
infected Gated on R2
100 10*
80 10
ol “ o | w
D = 17} L
@ . 06| @ G
10° 10’ 107 10° ; 4 ; 100 10’ 10? 10’ ;
— _IL-17A ) _ CD11b J
Isotype Control v M
IL-17A* cells Neutrophils
B CX3CR1+9f
infected Gated on R3 Gated on R4
* I Ra[ _s07 e 1.7
- " oF 00
20 ‘._’}*‘ Py
O, wi| ’ ] -t
al. 5 ) ) ef .=
o 10 0 e 10 02 10
» -
s »~
IL-17A CD11b GFP
~ > J—
= s
IL-17A* cells
C
Cor
el
)
G
. -
+
G
2Py
Bl

FIG 4 IL-17-positive cellsare mostly CD11b* Gr-1high CX,CR1~ multilobed neutrophils. (A to C) Each group of C57BL/6 and CX;CR1 */&% mice was infected intranasally with
2 X 108 spores of Sterne strain 7702 of B. anthracis. (A) Lung cell analysis of C57BL/6 mice. These plots are representative of two independent experiments with 10 mice in each
experiment. (B) Lung cell analysis of CX;CR1 /¢ mice. These plots are representative of two independent experiments with five mice in each experiment. (C) Cytospin analysis
of C57BL/6 lung cells double stained with DAPI (blue) and with Alexa Fluor 647 for intracellular IL-17A (red) (magnification, X60).

136 iai.asm.org

._mH

Infection and Immunity

1senb Aq |10z ‘Sz Jequade uo /bio wse’iel//:dny wouy papeojumoq



A Non Infected Infected

2.28

Gr-1

Neutrophils
Infected
24.8

Non Infected
8.92

C57BL/6
mice o

Gr-1

Neutrophils

dekdk *k
p =0,0002 p =0,0047
®

A e

% of neutrophils
in total pulmonary cells

A C57BL/6 WT
B dkk

p = 0,0003

% of IL-17* cells from
neutrophils
w
S

Ay

.
g
8

FIG 5 Recruitment of CD11b* Gr-1Pigh neutrophils is dramatically increased
in A/J and C57BL/6 mice infected with the Sterne strain. (A and B) A/J and
C57BL/6 WT mice were infected intranasally with 2 X 108 spores of the Sterne
strain of B. anthracis. (A) Dot plots of neutrophils (CD11b* Gr-1"ish cells) in
noninfected mice (left) and infected mice (right) of the A/J (upper panels) and
C57BL/6 (lower panels) strains. These plots are representative of three inde-
pendent experiments with five mice per group. The lower graph represent the
recruitment of neutrophils (CD11b* Gr-1hish cells) in A/J noninfected (open
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significantly compared with that of WT mice, which are resistant
to i.n. B. anthracis Sterne infection (52). This result highlights the
critical role played by the IL-17 axis against B. anthracis at the lung
mucosa in an acapsulated strain infection model (Fig. 7C). In
sharp contrast, we did not observe any differences when we used a
capsulated fully virulent strain, suggesting that protection against
a capsulated strain does not depend on the IL-17 axis (Fig. 7D).

Neutrophils are critical for resolution of infection by a fully
virulent capsulated strain of B. anthracis. Finally, we sought to
assess the role of neutrophils recruited to the lung in protection
against Sterne strain and fully virulent models of infection. In the
C5-deficient A/] mouse model depleted of neutrophils (Fig. 8A
and B) and infected with the Sterne strain, we observed only a
slight significant decrease in time to death among depleted mice
(Fig. 8C). We then determined the effects of neutrophil depletion
in complement-sufficient WT and IL-17RA~/~ mice (Fig. 8D).
After infection by the Sterne strain, we observed only a slight,
nonsignificant difference between the depleted and nondepleted
groups (Fig. 8E). These results suggested that protection against
an acapsulated strain depends strongly on the IL-17 axis but only
partially upon neutrophil recruitment. Since we observed an in-
crease of time to death only for A/J C5-deficient mice compared to
the survival among C5-sufficient C57BL/6 mice, we tried to ad-
dress the role of C5 in survival. To that end, we assessed the
survival of C57BL/6 mice after depletion of C5 by CVF. We did
not observe any differences between WT and C5-depleted mice
(data not shown), suggesting that C5 deficiency did not ac-
count for the differences between the A/J] and C57BL/6 back-
grounds. We eventually infected depleted and nondepleted WT
mice with the fully virulent capsulated 17]JB strain and ob-
served a significant decrease in survival time, thereby demon-
strating that neutrophils play a critical role in protection
against lung B. anthracis infection (Fig. 8F).

DISCUSSION

Our study identified IL-17 as one of the first innate immune
alarms after B. anthracis infection of the lungs and determined
that neutrophils are the primary source of IL-17. We also demon-
strated that IL-17* neutrophils are recruited upon infection and
that the IL-17 axis is necessary for amplifying its own recruitment.
To our knowledge, this is one of the first reports that IL-17-
secreting neutrophils are a central producer of IL-17 in an infected
mucosa, playing a critical role in survival.

Neutrophils are a vital component of the acute cellular inflam-
matory system and defense against intruding microorganisms (3,
37). At homeostasis, neutrophils are recruited through their
CXCR4 chemokine receptor for rapid clearance of bacteria. How-
ever, they can cause lung injury when their recruitment is dysregu-
lated (28). IL-17 is instrumental in lung neutrophil recruitment
via its effect on epithelial cells, which in turn produce granulopoi-
etic factors such as granulocyte colony-stimulating factor (G-
CSF) and CCL20 (10). The role of IL-17 in neutrophil recruitment
has been demonstrated largely with large panels of extracellular

circles) or infected (closed circles) mice. Each symbol represents one mouse.
(B) Percentages of IL-17* cells among neutrophils (CD11b™ Gr-1"ish cells) in
infected A/J mice (closed triangles) and infected C57BL/6 mice (closed circles).
Each symbol represents one mouse. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ns,
not significant.
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FIG 6 Mature T cells do not play a critical role in IL-17 production during inhalational anthrax. Each group of A/J (A) and C57BL/6 (B) mice was infected with
2 X 108 spores of Sterne strain 7702 of B. anthracis. (A) IL-17A and IL-17F concentrations in the BALFs of noninfected mice (open symbols) or at day 3
postinfection (closed symbols) for the vaccine group. Each symbol represent one mouse. (B) Lung cell analysis of C57BL/6 mice. These plots are representative
of one experiment with 6 mice (noninfected) or 10 mice (day 6 postinfection). In the graph, open circles represent noninfected mice and closed circles represent
mice at 6 days postinfection. Each circle represents one mouse. Statistical significance was determined by the Mann-Whitney test. *, P < 0.05; #*, P < 0.01; #3x,

P < 0.001; ns, not significant.

pathogens, mainly as an early requirement, within 4 to 8 h after
exposure (10). In our model, IL-17 was detected from day 2 on-
wards, and its level increased until death. Interestingly, the mean
time to death was 8 to 9 days for IL-17RA ™/~ mice, which is much
later than that for acute infection with a susceptible strain. This
suggests that neutrophil-related IL-17 sustains the recruitment of
new neutrophils to the infected site at the later stages of infection.
Although neutrophil-related IL-17 is classified as an innate re-
sponse, its role is delayed until the late phase of lung scavenging.
IL-17 is known to induce CXC chemokines (57), some of which
possess antimicrobial properties against B. anthracis spores and
bacilli (8). This could be another IL-17 effector mechanism of
action, independent of neutrophils. Here we demonstrated that
lung neutrophils produce IL-17. A previous study with a model of
lung neutrophilia induced by LPS instillation reported the detec-
tion of IL-17 mRNA in neutrophils (13). Subsequently, it was
shown that IL-17 can be produced by non-T cells during “sterile”
inflammation of the kidneys (30) and in a model of acute vasculitis
(23). Intriguingly, in a model of Helicobacter hepaticus-induced
colitis, Gr-17 CD11b™" cells produced a significant amount of
IL-17 in the gut lamina propria (24). More recent data favor a role
of neutrophils in IL-17A production in the lung after fungal infec-
tion by C. neoformans (55) or A. fumigatus (54). Our study pro-
vides a new, nonfungal pathogen on the list of neutrophil IL-17
inducers. According to our data, IL-17 is produced by a subset of

138 iai.asm.org

neutrophils which represent about 30 to 40% of the total CD11b*
Gr-1high cell population in the infected lungs. This subpopulation
is crucial for sustained recruitment of neutrophils during infec-
tion with an acapsulated strain, as illustrated with IL-17RA knock-
out mice. Neutrophil-related IL-17 induces a stimulating loop of
recruitment for inflammatory effectors such as neutrophils and
monocytes. It should be noted that production of IL-17 in A/J
mice infected with an acapsulated strain depends on the level of
infection. This could mean that below a certain quantum, neutro-
phils are not activated to produce IL-17. Interestingly, the role of
the IL-17 axis might differ during infections by acapsulated versus
capsulated B. anthracis, as shown by mouse survival. This is not
surprising given that mice are sensitive to capsulated B. anthracis
devoid of toxins (21, 53), demonstrating the unique role of cap-
sule in virulence (12). This may suggest that IL-17 axis-dependent
effectors are ineffective against capsulated strains. Conversely,
major capsule effects upon infection dissemination may mask
subtle differences observed with the Sterne strain in mice. Inter-
estingly, the capsulated virulent strain 17]JB did not trigger a de-
tectable level of IL-17 in BALF (data not shown). Since the capsule
allows dissemination to distal organs (12), it could mean that the
pathogen spreads before a certain level of activation is reached in
the lung. In our study, we focused on the lung, although IL-17
could participate in controlling infection at alternate sites, such as
the NALT or the lymph nodes. Alternatively, the infective dose
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FIG 7 Recruitment of CD11b* Gr-1Pigh neutrophils is impaired in IL-17RA~/~ mice, leading to susceptibility to Sterne strain infection. (A to C) C57BL/6 WT
and IL-17RA~/~ mice were infected intranasally with 2 X 10® spores of the Sterne strain of B. anthracis. (A) Percentages of IL-17+ cells (left dot plots) and
neutrophils (right dot plots) in infected C57BL/6 WT (upper dot plots) and infected IL-17RA~/~ (lower dot plots) mice. These data are representative of two
independent experiments with 10 mice in each group. The lower left graph represents the percentages of IL-17* cells from infected C57BL/6 WT (closed circles)
and infected IL-17RA~/~ (closed squares) mice. The lower right graph represents the percentages of neutrophils gated on IL-17" cells from infected C57BL/6 WT
(closed circles) and infected IL-17RA /= (closed squares) mice. Each symbol represents one mouse. (B) Recruitment of total neutrophils in C57BL/6 WT (upper
panels) and IL-17RA~/~ (lower panels) mice, either noninfected (left) or infected (right). These data are representative of two independent experiments with 10
mice in each group. The lower graph represents the recruitment of neutrophils in noninfected (open symbols) and infected (closed symbols) C57BL/6 WT
(circles) and IL-17RA~/~ (squares) mice. Each symbol represents one mouse. (C) Survival curves for wild-type (circles, full line) and IL-17RA~/~ (squares,
dashed line) mice. These data are means for three independent experiments with 10 mice in each group. (D) Survival curves for wild-type (circles, full line) and
IL-17RA~/~ (squares, dashed line) mice infected with 7.5 X 10° spores of the capsulated virulent strain 17JB. These data are representative of three independent
experiments with 10 mice in each group. *, P < 0.05; s, P < 0.01; ##* P < 0.001; ns, not significant.

used was much lower for infection with the 17JB capsulated strain, may have a prominent role in infections with virulent strains,
far below the threshold for activating IL-17 production. Finally, independent of IL-17 signaling (4).

the roles of IL-17 and neutrophils in resisting infection are not The role of neutrophils in anthrax disease was first recognized
always strictly correlated. It has been exemplified in a systemic by the seminal work of Elie Metchnikoff on phagocytosis in the
model of infection by Acinetobacter baumannii that neutrophils  late 19th century (34). Over time, the role of neutrophils in pul-
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FIG 8 Depletion of neutrophil population induces a decrease in survival of mice infected with a virulent strain. (A to E) A/J, C57BL/6,and IL-17RA ™/~ mice were
infected intranasally with 2 X 108 spores of the Sterne strain of B. anthracis. (A) Neutrophil depletion in A/J mice by i.p. injection of 1A8 MAb at 3 days
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stain (magnification, X 100). These pictures are representative of one experiment with five mice in each group. (C) Survival curves for nondepleted-infected
(closed circles, full line) and depleted-infected (closed squares, dashed line) A/J mice. These data are representative of three independent experiments with 10
mice in each group. (D) Neutrophil depletion in C57BL/6 WT and IL-17RA~/~ mice by i.p. injection of monoclonal antibody 1A8 at 3 days postinfection. These
plots are representative of one experiment with five mice in each group. (E) Survival curve comparison between nondepleted-infected (closed circles) and
depleted-infected (open circles) C57BL/6 WT mice and nondepleted-infected (closed squares) and depleted-infected (open squares) IL-17RA~/~ mice. These
data are representative of two independent experiments with 10 mice in each group. (F) Mice were infected intranasally with 7.5 X 10° spores of the 17JB strain
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line) C57BL/6 WT mice. Experiments were performed with 10 mice in each group. *, P < 0.05; s, P < 0.01; *#*, P < 0.001; ns, not significant.

monary anthrax has been masked progressively by studies focus-  fected tissues. It has been known for a long time that B. anthracis
ing on the first cell responder that is directly on-site: the alveolar  toxins dampen the recruitment (39) and priming (56) of neutro-
macrophages (6). Human neutrophils can kill spores and fully  phils. LT impairs production of IL-8, which is a critical chemokine
virulent capsulated bacilli (32), suggesting that they scavenge in-  for neutrophil recruitment, acting on epithelial (40) and endothe-
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lial (2) cells through at least two molecular mechanisms. The role
of neutrophils in anthrax was recently brought back into the lime-
light in a study using myeloid lineage CMG2-deficient mice (31).
According to this study, toxin receptor inactivation renders mice
resistant to s.c. or intravenous (i.v.) models of B. anthracis infec-
tion. The toxin effects were mediated mainly by neutrophil im-
pairment. In another study, mice bearing Nlrp1b-sensitive alleles
for macrophage lysis were resistant to infection, through caspase 1
activation, IL-1 signaling, and neutrophil recruitment following
s.c. challenge (35).

Beyond our mouse models, one interesting question is the rel-
evance of such findings to neutrophils in other animal models
and, ultimately, humans. The main documents on humans are
from necropsy analyses of the Sverdlosk incident in 1979 and the
U.S. outbreak in 2001. In the Sverdlosk accident cohort, a neutro-
philic infiltration was noticed for 37% of microscopic lung anal-
yses (17). In contrast, during the 2001 outbreak, various degrees of
monocytic infiltration were noticed on lung necropsy of deceased
patients (18). Both studies report major inflammatory lesions
with alveolar edema and hyaline membrane formation. Since
these reports are based on terminal state examination, they may be
biased toward patients whose immune systems did not handle the
pathogen properly and thus may miss neutrophil involvement.
Research of the most relevant animal model of inhalational an-
thrax has been compared to a quest for the Holy Grail (16). NHPs
have been used widely over the past 60 years (50). Interestingly,
neutrophilic infiltration has been reported in most studies using
more distant species (1, 45). Neutrophils were found to various
degrees on lung tissue necropsy of rabbits (50), as well as in his-
torical studies of guinea pigs (41, 42, 50). Taken together, these
data indicate that neutrophils are recruited into the lung in most
animal models of B. anthracis infection. The role of neutrophils
has largely been undetermined so far, mainly because their re-
cruitment is faint compared to that in other major lung histolog-
ical disorders.

Our data confirm the critical role of the IL-17 axis in survival
with an acapsulated-toxigenic Sterne strain and of neutrophils in
survival with a fully virulent strain in a mouse model of pulmo-
nary anthrax. These data draw a more complicated picture of the
host innate immune response to B. anthracis infection, including
the roles of IL-17 and neutrophils in clearing of the lungs.
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An optimized two-photon method for in vivo lung imaging reveals
intimate cell collaborations during infection
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ABSTRACT

Lung tissue motion arising from breathing and heart beating has been described as the largest annoyance of in vivo
imaging. Consequently, infected lung tissue has never been imaged in vivo thus far, and little is known concerning the
kinetics of the mucosal immune system at the cellular level. We have developed an optimized post-processing strategy to
overcome tissue motion, based upon two-photon and second harmonic generation (SHG) microscopy.

In contrast to previously published data, we have freed the lung parenchyma from any strain and depression in order to
maintain the lungs under optimal physiological parameters. Excitation beams swept the sample throughout normal
breathing and heart movements, allowing the collection of many images. Given that tissue motion is unpredictably, it
was essential to sort images of interest. This step was enhanced by using SHG signal from collagen as a reference for
sampling and realignment phases. A normalized cross-correlation criterion was used between a manually chosen
reference image and rigid transformations of all others. Using CX3CR1 " mice this process allowed the collection of
high resolution images of pulmonary dendritic cells (DCs) interacting with Bacillus anthracis spores, a Gram-positive
bacteria responsible for anthrax disease. We imaged lung tissue for up to one hour, without interrupting normal lung
physiology. Interestingly, our data revealed unexpected interactions between DCs and macrophages, two specialized
phagocytes. These contacts may participate in a better coordinate immune response. Our results not only demonstrate the
phagocytizing task of lung DCs but also infer a cooperative role of alveolar macrophages and DCs.

Keywords: two-photon microscopy, in vivo lung imaging, host-pathogen interactions, infectious disease, Bacillus
anthracis

1. INTRODUCTION

The lung is a delicate organ greatly exposed to pathogens and pollutants that is maintained sterile due to the presence of
a scattered efficient mucosal immune system. Physiologically the lung is devoted to gas exchange through the respiration
process and its structure is integrally adapted to its function. As a result the capillary bed is only 0.2 um from the outer
space. The lung is then structurally one of the most exposed parts of our body to microbial threat. However, lung
infection are scarce although one of the most prevalent cause of morbidity and mortality. This shows us that the lung is
associated to one of the most organized and efficient immune systems to combat and protect against infection and
inflammation damages. Intriguingly, little is known about the lung immune system dynamics, as lung function is not
dissociable from motion, and motion is not compatible with microscopy. It is then not surprising that lung has been one
of the last organs to be observed by two-photon excitation microscopy'—" (2PEF), although 2PEF has been made
available to biologists and immunologists since the early 2000°s*-°.
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In the lower respiratory tract the immune system is mainly formed by alveolar macrophages that reside outside the body
lodged in the alveoli of the airway spaces. Dendritic cells (DCs) represent the other main sentinel of the lung immune
system placed in the epithelium or underneath the mucosae’. In previous studies we have shown that DCs play a pivotal
role in the early events of infection, by picking up spores and transporting them swiftly®’. Two main subsets of
conventional DCs have been described so far in the lung: CD103-DCs and CD11b-DCs'’. The latter CD11b-DCs express
also CX3CRI, the receptor of fraktalkin, a chemokine involved in cell migration''. An efficient immune system is based
on coordinated cell cooperation. In the lung the coordination of cell responses between the different subsets has not been
investigated so far. Nonetheless, the role of alveolar macrophages is more complex than simply scavenging throughout
the lung and inhibiting inappropriate inflammatory responses. To illustrate this point, evidences have shown that mouse
macrophages control both DC-recruitment into the alveoli and subsequent migration of these latter cells carrying
antigens to the draining thoracic lymph nodes'?.

To better characterize the lung immune system by using two-photon microscopy, we have developed a novel strategy to
overcome lung motion and analyze DC and macrophage dynamic at the homeostasis and under lung infection by
Bacillus anthracis spores, a Gram-positive bacterium responsible for anthrax disease. Our data reveal unexpected
interactions between DCs and macrophages. These contacts may participate in a better coordinate immune response. Our
results not only demonstrate the phagocytizing task of lung DCs but also infer a cooperative role of alveolar
macrophages and DCs.

2. METHODOLOGY

The ‘methodology’ section is summarized in Fig. 1.
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Figure 1. Imaging protocol for both in situ and in vivo experiments with incubation time. Green boxes: sample or animal
preparation and post-processing. Red boxes: acquisition phases.

2.1 Animals

CX3CR1"#" mice on a C57BL/6 genetic background were maintained under specific pathogen-free conditions at the
Plate-forme de Haute Technologie Animale (Institut Jean Roget, La Tronche, France). At the lung level, these mice
express GFP mainly on monocytes and a subset of DCs.

The local ethics committee approved all our animal experiments according to international guidelines.



2.2 Infection

Avirulent B. anthracis Sterne 7702 strain was originally provided by M. Mock (Institut Pasteur, Paris, France). The
spores are chemically labelled with Alexa Fluor 633 (Invitrogen Life Technologies) as follows: 3 x10° CFU of the spores
were stained with the reactive dye in 10 ml of H20/0.1 M sodium bicarbonate for 1 h protected from light. Spores were
washed five times in H,0/0.1 M sodium bicarbonate. The spores were maintained in H,O at 4°C to avoid germination.
Mice were anesthetized and 50 L of spores were administered intratracheally by 10° CFU/mouse. Control mice were
administered with the same volume of PBS.

2.3 Invivo staining of alveolar macrophages

Alveolar macrophages were stained by intranasal injection of 30 pL of rhodamine B-Dextran 10 kDa diluted in PBS 6
hours prior to imaging.

2.4 Imaging setup

2PEF imaging was performed on a Zeiss LSM 710 NLO microscope equipped with a W Plan-Apochromat 20x/1.0 DIC
M27 75mm water immersion objective. Excitation is produced at 854 nm by a tuneable pulsed laser (Chameleon
Coherent). SHG is epicollected by a dedicated non-descanned detector (NDD) coupled with a 427 = 20 nm band-pass
filter, GFP by a 500-550 nm NDD, Rhodamine by a 565-610 nm NDD and Alexa 633 by a 660-730 nm NDD.

2.5 Sample preparation for in situ experiment
Lung explants were cut in two parts with a vibratome (Leica). These samples are glued on a Petri dish filled up with
37°C RPMI medium. Explants were kept 1 h before imaging.

2.6 Undrifting strategy

An important drift was due to air leaking from the lungs after harvesting. Our undrifting strategy used SHG signal as a
reference to realign each frame (cf. Fig. 2)'".
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Figure 2 (adapted from reference''.) Dashed red squares show the optic field imaged by the microscope (CX3CR1-GFP cells
in green and SHG in grey). The realignment phase consisted in calculating the tissue drift using the maximization of
SHG signal cross-correlation.




2.7 Mouse preparation and surgery for in vivo experiment

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of Ketamine/Xylazine (80 mg of Ketamine / kilogram). Mice were
surgically intubated and placed under mechanical ventilator. A tiny thoracotomy was then performed, allowing contact
between the lung surface and the objective.

2.8 Invivo imaging sequence

A series of fifty 4 colours images were acquired for 5 to 7 seconds (acquisition frequency = 16 Hz) every minute (cf. Fig.

3).
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Figure 3. Acquisition timing diagram. 50 images were acquired during 5 to 7 seconds every minute.

2.9 Post-processing

The post-processing phase consisted in extracting the most valuable frame in each series, in order to overcome
instability resulting from physiological tissue motion. To achieve this point, an image of interest was selected by the
experimenter. This image, further called as ‘reference image’, was crosscorrelated to each image of each series by
calculating the Pearson’s coefficient on the SHG signal. The highest correlation score in each serie was then selected for
reconstructing the movie. The most correlated image of each series is then selected.

3. RESULTS

3.1 Bacillus anthracis spore were captured by CX3CR1 cells: in situ imaging

We first performed static 2PEF imaging approximately 5 hours after infection of CX3CR1"¢" mice by avirulent B.
anthracis Sterne 7702 strain. As shown on Fig. 4A, some CX3CR1 DCs had already phagocytized at 5 hours confirming
our previous observations®’.

We also observed that many spores were captured by other cell type, within the alveoli, suggesting a cooperative role of
macrophages and also confirming our previous studies using flow cytometry (Fig. 4B).

Figure 4. A: Infected CX3CR1 cell 5 hours after intranasal infection by B. anthracis spores. Green: CX3CR1 cell, red: B.
anthracis spores, grey: SHG signal. B: spores-loaded phagosome in contact with a CX3CR1 cell. Two-photon in situ
imaging, excitation wavelength = 854 nm. Scale bar =5 um.



This study was then extended to the dynamics of the capture process, using the protocol described in section 2.
Methodology. We could then observe a long process resulting in spore engulfment. (Fig. 5). These results clearly
confirmed previous data showing that most spores are captured rapidly by macrophages, while some spores are picked
up by CX3CR1-DCs.

Figure 5. Time-lapse of a B. anthracis spore capture by a DC 5 hours after intranasal infection. The white arrow in the first
frame highlights the phagocytozing cell. Green: CX3CRI1 cell, red: B. anthracis spores, grey: SHG signal. Two-photon
in situ imaging, excitation wavelength = 854 nm. Scale bar = 20 pm.

3.2 Bacillus anthracis spore were captured by CX3CR1 cells: in vivo imaging

Next, we wanted to investigate how spore capture was performed in vivo. We have applied the imaging protocol
described in section 2. Methodology. Although, we have extensively tried to image the capture of spore by CX3CRI-
DCs in vivo, we could not observe it. In our settings, by using 2PEF imaging we could only reach the sub-pleural area,
were spores were less frequently detected, which could explain why we could not see them. However, we constantly
observed close contact of DCs with spores. The figure 6 shows a spore moving in a close contact to a DC. In many cases
spores were packed close a DCs, suggesting that another phagocytic cell containing the spores, was in close contact to
the DCs. As most phagocytic cells in the lung are macrophages, we hypothesised that phagocytic macrophages may take
advantage to contact DCs.

Figure 6. Time-lapse of a B. anthracis spore moving toward a DC 5 hours after intranasal infection. The white arrow in the
first frame highlights the spore. Green: CX3CR1 cell, red: B. anthracis spores, grey: SHG signal. Two-photon in vivo
imaging, excitation wavelength = 854 nm. Scale bar =20 um.



3.3 Macrophages -DCs contacts: in vivo imaging

We then investigated our hypothesis by staining alveolar macrophages of CX3CR1"¢" mice by Rhodamine Dextran as
described in section 2. Methodology. Interestingly, we could observe in vivo contacts between macrophages and DCs in
the lung (cf. Fig. 7).

Figure 7. Time-lapse imaging of a macrophage moving along a DC 5 hours after intranasal infection by non-stained spores.
The white arrow in the first frame highlights the contact. Green: CX3CRI cell, blue: macrophage, grey: SHG signal.
Two-photon in vivo imaging, excitation wavelength = 854 nm. Scale bar =20 um.

4. DISCUSSION

The data presented in section 3. Results clearly demonstrate the major role of CX3CR1 cells in Bacillus anthracis spore
capture. Even though we have already described direct spore capture by pulmonary DC’, such an event does not seem to
be the main process given its scarcity.

In vivo data provided as Fig. 6 show a spore slowly moving toward a DC in the upper right corner of the frame. Because
spores are non-motile by themselves, this time-lapse infers the existence of a non-fluorescent phagocyting cell, possibly
alveolar macrophages as shown in Fig. 7, acting as a ‘spore carrier’ from the alveoli up to DCs located in the interstitial
space.

This first description of cooperation between macrophages and dendritic cells, two major immune cell populations in the
lungs, may lead to a better understanding of pulmonary infections.

Acknowledgement: Daniel Fiole was supported by a fellowship from DGA.
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RESUME

Bacillus anthracis, I'agent infectieux responsable de la maladie du charbon, est un agent pathogene
majeur du risque biologique provoqué, notamment en raison de la sévérité de la forme respiratoire de la
maladie. Celle-ci résulte de l'inhalation de spores dont les mécanismes de pénétration au niveau
pulmonaire sont mal connus a I’heure actuelle.

Cette these présente les apports des microscopies confocale et biphotonique a I'étude de ces
mécanismes de pénétration des spores inhalées. Le modéle murin CX3CR17®, dont la sous-population
CD11b" de cellules dendritiques (DCs) exprime constitutivement la protéine de fluorescence verte (GFP), a
été utilisé dans ces travaux. Une premiere partie présente le développement d’une méthode automatisée
de discrimination des DCs parmi d’autres populations cellulaires exprimant le méme fluorophore, en se
basant sur le calcul d’un coefficient morphologique. Cette méthode a permis d’étudier dans un deuxiéme
temps le comportement spécifique de la sous-population de DCs CD11b, apres infection par des spores de
B. anthracis. L'étude microscopique a été d’abord effectuée in situ, c’est-a-dire sur des explants
pulmonaires maintenus dans des conditions favorables a la préservation de I'activité cellulaire, puis in
vivo, sur des souris anesthésiées et ventilées. Le protocole d’imagerie tire profit d’'une stratégie
d’acquisition et de traitement a posteriori des données permettant de surmonter, sans contrainte
mécanique appliquée a I'organe, les problémes de focalisation liés aux mouvements thoraciques durant la
ventilation de I'animal. Cette stratégie originale utilise un sur-échantillonnage de I'acquisition et profite
du signal de seconde harmonique généré par le collagene comme référence spatiale; elle a permis
I’observation in vivo d’interactions entre DCs et macrophages au niveau pulmonaire. Ces interactions, de
type synapse immunologique, sont favorisées par I'infection et présentent donc un role fonctionnel qui
reste a définir.

La formation de synapses immunologiques entre macrophages et DCs pourrait non seulement
représenter un chafnon manquant a I'explication de la pénétration des spores de B. anthracis au niveau
pulmonaire, mais pourrait aussi constituer un enjeu crucial dans la compréhension de la réponse
immunitaire associée aux infections pulmonaires.

ABSTRACT

Bacillus anthracis, the causative agent of anthrax, is a major bioterrorism pathogen mainly because it can
lead to a severe respiratory form of the disease. This form results from inhalation of spores, whose ways
of entry into the lungs are not fully understood.

This thesis reports the contribution of confocal and two-photon microscopy to the study of the
penetration mechanisms of inhaled spores. The animal model utilized was CX3CR1"&P mouse, which
constitutively expresses the green fluorescent protein (GFP) on CD11b" dendritic cells (DCs). First, we
present an automated method allowing discrimination of DCs among other GFP expressing cells, based on
a morphologic coefficient. This method was then applied to the study of the specific behavior of CD11b
DCs, after infection by B. anthracis spores. The microscopic study was first performed in situ, i.e. on
explanted organs kept in conditions favorable to cell dynamics, then in vivo, i.e. on anesthetized and
ventilated mice. In this case the imaging protocol profits from both acquisition and post-processing
strategies, and allowed overcoming the focalization pitfalls coming from chest movements during
ventilation. This novel strategy is based on an over-sampling of frame acquisition and utilizes second
harmonic generation signal from alveolar collagen as a spatial reference. It led to the first ever in vivo
observation of interactions between DCs and macrophages at the lung level. These immunological
synapse-like structures are promoted by infection and thus display a functional role unknown until now.

The formation of macrophages-DCs immunological synapses not only could represent a missing-link in
figuring out the B. anthracis spore penetration mechanisms at the lung level, but more importantly could
lead to a better understanding of the immune response associated with pulmonary infections.



